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บทคดัย่อ 
เช้ือราเอนโดไฟทท่ี์อยูใ่นพืชเป็นกลุ่มเช้ือราท่ีมีชีวิตอยูใ่นพืชปกติแบบไดป้ระโยชน์ซ่ึงกนัและกนั 
โดยท่ีเช้ือราบางชนิดสามารถสร้างสารยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียอ่ื์นและสารตา้นเซลล์มะเร็งท านอง
เดียวกบัพืชหลายชนิด  การศึกษาน้ีไดค้ดัแยกเช้ือราเอนโดไฟทจ์ากใบ ผล ล าตน้ และรากของพืชป่า 3 ชนิด 
ท่ีไม่เป็นโรคหรือแมลงท าลายและพบเจริญในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย คือ วา่นขนัหมาก 
(Aglaonema simplex (Blume) Blume ช่ือพ้อง Aglaonema tenuipes Engl.) ท่ีมีการบริโภคผลสุกกันอย่าง
กวา้งขวางด้วยความเช่ือว่ารักษาโรคได้ครอบจกัรวาล เครือส่ีเหล่ียมเป็นไมเ้ถาท่ียงัไม่สามารถระบุชนิด
ด้วยข้อจ ากัดของลักษณะทางสัณฐานท่ีพบเพียงต้นและใบในช่วงเวลาท่ีศึกษา  และขนัทองพยาบาท 
(Suregada multiflora (A.Juss.) Baill.) ไดจ้  านวนเช้ือรา 103, 22 และ 58 ไอโซเลท ตามล าดบั  เม่ือวิเคราะห์
ชนิดของเช้ือราโดยใช้ลกัษณะทางสัณฐานท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือและล าดบันิวคลีโอไทด์ของจีนของ  
ไรโบโซม พบว่าเอนโดไฟท์จากว่านขนัหมากเป็นราในสกุล Colletotrichum, Guignardia, Phomopsis และ
กลุ่ม Ascomycetes ในสกุล Daldinia และ Xylaria   เอนโดไฟทจ์ากเครือส่ีเหล่ียมเป็นราในสกุล Glomerella 
เป็นหลัก และพบ Ascomycetes ในสกุล Rosellinia และ Xylaria   ส่วนราเอนโดไฟท์ท่ีแยกจากใบและ
เปลือกของตน้ขนัทองพยาบาทยงัมิไดร้ะบุชนิดดว้ยเวลาและงบประมาณท่ีจ ากดั  จากนั้นไดท้ดสอบความ
เป็นพิษของสารจากการเล้ียงราในอาหารเหลวและสารสกดัจากพืชต่อเซลล์มะเร็งของคนท่ีเพาะเล้ียง โดย
ใช้เซลล์มะเร็งเยื่อบุช่องปาก (KB) ในการคดักรองขั้นตน้ จากนั้นจึงเลือกสารเพื่อทดสอบกบัเซลล์มะเร็ง
ปากมดลูก (HeLa) มะเร็งเตา้นม (MCF-7) และมะเร็งตบั (Hep-G2) รวมถึงเซลลป์กติ (Vero)  สารสกดัหยาบ
ท่ีผลิตจากเช้ือรา Colletotrichum sp. และ Xylaria sp. (แยกจากใบและรากของวา่นขนัหมาก) ในอาหารเหลว
ท่ีผา่นการเล้ียงเช้ือ มีความเป็นพิษท่ีสังเกตไดต่้อเซลล์มะเร็งชนิด KB (ค่า IC50 เป็นความเขม้ขน้ของสารท่ี
ใชท้ดสอบท่ีสามารถฆ่าเซลล์มะเร็งไดค้ร่ึงหน่ึงเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม เท่ากบั 54 และ 60 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดบั) และสารสกดัดว้ยเอทานอลจากเส้นใยของรา Colletotrichum sp. และ Xylaria จ านวน 
3 species มีฤทธ์ิอย่างอ่อนต่อ KB (IC50 ในช่วง 45-80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) เม่ือทดสอบความเป็นพิษ
ของสารต่อเซลล์มะเร็งชนิดอ่ืน พบว่าสารในอาหารท่ีผ่านการเล้ียง Colletotricum sp. แยกไดจ้ากใบของ
ว่านขนัหมาก มีฤทธ์ิอย่างอ่อนต่อ HeLa, Hep-G2 และ Vero (IC50 เท่ากบั 50, 51 และ 45 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดบั)  แต่มีผลดีกบั MCF-7 (IC50 เท่ากบั 20.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)  สารสกดัหยาบจาก
อาหารเล้ียงเช้ือราจากเครือส่ีเหล่ียม มีเพียงรา Glomerella sp. ท่ีแยกจากใบ มีผลต่อ KB ท่ีสังเกตได ้(IC50 
เท่ากบั 75 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)  สารสกดัหยาบจากอาหารเล้ียงเช้ือและเส้นใยของราท่ีแยกจากพืช
ขนัทองพยาบาททั้ง 58 ตวัอยา่ง ไม่มีความเป็นพิษต่อ KB (IC50 >100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)  ส าหรับสาร
สกดัหยาบจากพืชทั้ง   3 ชนิด เม่ือใชต้วัท าละลายอินทรียช์นิดเฮกเซน คลอโรฟอร์ม และเมทานอล ท่ีระเหย
ตวัท าละลายออก และทดสอบกบัเซลล์มะเร็ง KB และ HeLa พบว่าเฉพาะสารสกดัหยาบจากรากและผล
ของวา่นขนัหมากท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลายทั้งสามชนิด มีฤทธ์ิตา้น KB และ HeLa ไดดี้ในระดบัท่ีน่าสนใจ         
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(ค่า IC50 ในช่วง 10-15 และ 23-34 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) และเฉพาะสารสกดัจากรากและผลดว้ยเฮกเซน 
เป็นพิษต่อเซลล์ปกติท่ีค่า IC50 3.11 และ 7.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั  สารสกดัหยาบจากตน้ 
กา้นใบ และใบของเครือส่ีเหล่ียม ดว้ยคลอโรฟอร์มมีฤทธ์ิตา้น KB ท่ีค่า IC50 65 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
ส่วนสารสกัดหยาบจากใบและเปลือกของล าต้นขนัทองพยาบาทไม่มีความเป็นพิษต่อ KB (IC50 >100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)  สารสกัดท่ีได้จากเช้ือราและพืชจากผลการศึกษา แสดงความเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็งและท่ีเป็นพิษและไม่เป็นพิษกบัเซลล์ปกติ โดยเฉพาะอยา่งยิ่งสารสกดัหยาบจากวา่นขนัหมาก
และเช้ือราจากพืชชนิดน้ีออกฤทธ์ิตา้นเซลล์มะเร็งเพาะเล้ียงได้ผลดีในระดบัท่ีน่าสนใจ และแสดงฤทธ์ิ
เฉพาะเจาะจงในการยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งแต่ละอวยัวะท่ีคดัเลือกมาทดสอบ จึงควรมีการศึกษาใน
เชิงลึกต่อไป 
 
Endophytic fungi can symbiotically live within plant tissues. Some endophytic fungus species 
have been identified as sources of antimicrobial and anticancer compounds similar to some plant 
species. In this study, a total of 183 endophytic fungus strains were isolated from healthy leaves, 
mature fruits, stems and roots of 3 species of wild plants found in North-eastern Thailand, and 
characterized by their morphology as well as on the basis of ribosomal RNA gene sequence acquisition 
and analyses. These wild plant species were Wan-khan-mark (Aglaonema simplex (Blume) Blume, a 
synonym of Aglaonema tenuipes Engl.) in which its mature fruits have been trusted by the traditional 
herbal medicine culture in some specific areas as being a cure-all variety, Kreua-see-liam which was a 
climbing plant and waiting for identification according to its phenotype limitation, and Khan-thong-
phayabat (Suregada multiflora (A.Juss.) Baill.). The endophytic fungi, 103 isolates from Wan-khan-
mark, were identified as belonging to genera Colletotrichum, Guignardia, Phomopsis, and the 
ascomycetous fungi in genera Daldinia and Xylaria. Twenty two isolates from Kreua-see-liam mainly 
belonged to the genus Glomerella and the ascomycetous fungi in genera Rosellinia and Xylaria. And 
58 isolates from Khan-thong-phayabat were not identified because of the research duration and budget 
limitations. Both fungal metabolite extracts from cultured broth and crude extracts from the wild plants 
were then tested for their toxicity to in vitro human cancer cells. The human epidermoid carcinoma 
(KB) was used for primary screening, then the selected extracts were tested against human cervical 
carcinoma, (HeLa), human breast adenocarcinoma (MCF-7), and human hepatocellular carcinoma 
(Hep-G2) cell lines, as well as a normal cell, African green monkey kidney (Vero). The cultured 
medium extracts of Colletotrichum sp. and Xylaria sp. isolated from leaf and root of Wan-khan-mark, 
respectively, showed inhibiting effects on cell lines of KB (IC50 values of 54 and 60 µg/ml, repectively), 
and the ethanol extracts of mycelia from Colletotrichum sp. and 3 species of Xylaria exhibited weak 
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activity on KB (IC50 values of 45-80 µg/ml). Then, the cultured medium extract of an isolate of 
Colletotrichum sp. was selected for further testing. It was found to perform low cytotoxicity on HeLa, 
Hep-G2, and Vero (IC50 values of 50, 51 and 45 µg/ml, repectively), but showed interesting cytotoxic 
activity against human breast adenocarcinoma cell line, MCF-7 (IC50 value of 20.5 µg/ml). The culture 
medium of Glomerella sp. isolated from Kreua-see-liam leaf contained compounds exhibited weak 
activity on KB (IC50 value of 75 µg/ml). None of extracts from fungal cultures isolated from Khan-
thong-phayabat showed inhibiting effect on KB (IC50 >100 µg/ml). Crude extracts prepared from the 3 
healthy plants using 3 organic solvents, hexane, chloroform, and methanol exhibited a variety of 
inhibitory effects. All extracts from roots and fruits of Wan-khan-mark showed interesting inhibiting 
effects on KB and HeLa (IC50 values of 10-15 and 23-34 µg/ml, respectively). And only hexane extracts 
from roots and fruits performed high toxicity to Vero at IC50 values of 3.11 and 7.25 µg/ml, respectively. 
Crude chloroform extracts from stems, petioles, and leaves of Kreua-see-liam showed low cytotoxic 
effects on KB at IC50 of 65 µg/ml. No cytotoxic activity was observed from all crude extracts from 
leaves and barks of Khan-thong-phayabat on KB (IC50 >100 µg/ml). In conclusion, crude extracts from 
the studied endophytic fungi and wild plants exhibited both non-toxicity and interesting inhibiting 
effects on both cancer and normal cell lines, particularly, extracts for Wan-khan-mark and its 
endophytes. The cytotoxic compounds obtained from these endophytes and wild plants should be 
further investigated for their application evaluation. Also, further studies on the selected endophytes 
may lead to the isolation of novel natural products 
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1 
บทที่ 1 
บทน า 
1.1  ความส าคญัและทีม่าของปัญหาการวจิัย  
เช้ือราท่ีอยูใ่นพืช (Endophytic fungi หรือ Endophytes) เป็นกลุ่มเช้ือราท่ีมีชีวิตอยู่ในพืชปกติโดยไม่ก่อ
โรคแก่พืช ขณะเดียวกนัการด ารงชีวิตระหวา่งเช้ือรากบัพืชอาศยัเป็นแบบไดป้ระโยชน์ซ่ึงกนัและกนั โดยท่ี
เช้ือราไดรั้บสารอาหารจากพืชและพืชไดรั้บสารจากเช้ือราซ่ึงท่ีพบเป็นสารทุติยภูมิ (Secondary metabolites) 
มีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียก่์อโรคในพืชได้ (Brunner and Petrini, 1992)   มีรายงานว่า Endophytes 
บางชนิดเป็นเช้ือบริสุทธ์ิท่ีแยกไดจ้ากพืชอาศยั และเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือรา สามารถสร้างสารยบัย ั้งการ
เจริญของจุลินทรียอ่ื์นและสารตา้นเซลล์มะเร็งท านองเดียวกบัท่ีพืชหลายชนิดสร้างสารออกฤทธ์ิทั้งท่ียบัย ั้ง
การเจริญของจุลินทรียห์ลายชนิดและสารตา้นเซลล์มะเร็ง  ตวัอย่างเช่น เช้ือรา Taxomyces andreanae พบ
เป็น Endophyte อยู่ในพืช Pacific yew (Taxus brevifolia)  เม่ือแยกราจากพืชมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือรา
สามารถผลิต Taxol ไดเ้ช่นเดียวกบัในพืช Pacific yew   สาร Taxol เป็นยารักษาโรคมะเร็งท่ีมีราคาสูงท่ีสกดั
ไดจ้ากส่วนในของเปลือกล าตน้พืชดงักล่าว  ในระดบัอุตสาหกรรม สาร Taxol ท่ีผลิตจากเช้ือราน้ีมีตน้ทุนต ่า
กว่าท่ีได้จากพืช (Li et al., 1998a; Li et al., 1998b; Stierle et al., 1993) และยงัมีการรายงานเก่ียวกับเช้ือรา 
Pestalotiopsis microspora  ท่ีแยกได้จากเปลือกและใบของต้นสน  Taxus wallachiana สามารถสร้างสาร 
Taxol ท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งเตา้นมและมะเร็งรังไข่ได ้(Strobel et al., 1996)  
กรณีพืชท่ีสร้างสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ พืชบางชนิดจดัเป็นสมุนไพรท่ีไดรั้บความสนใจใน
ปัจจุบนัทั้งเพื่อการรักษาโรคและเป็นอาหารเสริมสุขภาพ จนมีการผลิตเป็นสินคา้ ท าให้สมุนไพรหลาย
ชนิดกลายเป็นพืชเศรษฐกิจ  แต่เม่ือใดก็ตามท่ีพบจุลินทรียท่ี์มีศกัยภาพสร้างสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพได้
เทียบเท่าพืช ความส าคญัของพืชในแง่การผลิตสารเฉพาะชนิดนั้นอาจจะลดลงเน่ืองจากความสามารถ
ในการเจริญและการผลิตสารของจุลินทรียน์ั้นเร็วกว่าพืชมาก และถ้ามีการผลิตและปลดปล่อยสาร    
ออกนอกเซลล์ท าให้การเก็บเก่ียวสารผลผลิตง่ายข้ึนอีกดว้ย   อย่างไรก็ตามมีค าถามในวงการวิชาการ
ของการประชุมวิชาการดา้นเช้ือราซ่ึงยงัไม่สามารถระบุค าตอบท่ีแน่นอนไดคื้อ พืชสมุนไพรท่ีมีสาร
ออกฤทธ์ิทางชีวภาพนั้นน่าจะมี Endophytes อยู่หรือไม่  และถา้มีเช้ือราอยู่ร่วมดว้ย สารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพนั้นเกิดจากกิจกรรมของพืชเอง หรือเกิดจากเช้ือราท่ีอยู่ในพืช หรือเกิดจากการอยู่รวมกนัของ
ส่ิงมีชีวิตสองชนิดน้ี  พืชสมุนไพรชนิดเดียวกนัแต่เจริญต่างถ่ินกนัสามารถให้ผลของสารออกฤทธ์ิท่ี
แตกต่างกนัได ้ส่ิงแวดลอ้มท่ีพืชเจริญอาจเป็นปัจจยัส าคญัในการสะสมสารของพืชท่ีแตกต่างกนั ซ่ึงเป็น
เพียงสมมติฐานท่ีเป็นไปได้ และถา้เป็นบทบาทของเช้ือราท่ีอยูใ่นพืชจะท าให้การผลิตและควบคุมสาร
ของพืชสมุนไพรง่ายข้ึนเน่ืองจากมีความเป็นไปได้ท่ีจะควบคุมให้พืชนั้นๆ ได้รับเช้ือราสายพนัธ์ุ
เฉพาะท่ีมีบทบาทต่อการผลิตสาร หรือแยกเช้ือรามาผลิตสารโดยตรงในกรณีท่ีไม่มีอิทธิพลของการอยู่
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ร่วมกนัต่อความสามารถในการผลิตสารของเช้ือรา  โครงการวิจยัน้ีจึงมุ่งท่ีจะศึกษาเช้ือรา Endophytes ท่ี
อยูใ่นพืชป่าของประเทศไทยซ่ึงเป็นพืชชนิดท่ีมีการน ามาใชป้ระโยชน์ในการรักษาโรคโดยเฉพาะอยา่ง
ยิง่โรคมะเร็งตามภูมิปัญญาพื้นบา้นอยูแ่ลว้ พร้อมทั้งศึกษาความเป็นพิษของสารท่ีผลิตจากทั้งเช้ือราและ
พืชอาศยั (เช่น ส่วนใบ ล าตน้ และราก) ต่อเซลล์มะเร็งของคน ดว้ยความร่วมมือและความพร้อมในการ
วิจยัของบุคลากรในสังกดัของ 3 หน่วยงานคือ มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี (สาขาวิชาจุลชีววิทยา)  
กรมป่าไม้ (ส านักวิจัยการจัดการป่าไม้และผลิตผลป่าไม้) และสถาบันมะเร็งแห่งชาติ (งานวิจัย
สมุนไพร) เพื่อศึกษาเช้ือรา Endophytes ของพืชป่าบางชนิดท่ีมีสารออกฤทธ์ิต่อเซลล์มะเร็งท่ีพบใน
ประเทศไทย เพื่อการใช้ประโยชน์ทรัพยากรพืชและจุลินทรียอ์ย่างคุม้ค่าในอนาคต  อีกทั้งสามารถใช้
ประโยชน์ของผลการวจิยัใหค้วามรู้ทางวชิาการกบัประชาชนผูใ้ชป้ระโยชน์พืช 
เม่ือค านึงถึงโรคมะเร็งในปัจจุบนันับว่าเป็นโรคส าคญัท่ีเป็นปัญหาสาธารณสุขระดับโลก 
เน่ืองจากเป็นสาเหตุการตายของประชากรของโลกท่ีมีแนวโนม้ของผูป่้วยเป็นโรคมะเร็งใหม่ในปีหน่ึงๆ 
อีกประมาณ 9 ล้านคน  องค์การอนามยัโลกไดค้าดการณ์ไวว้่า ในปี พ.ศ. 2563 (ค.ศ. 2020) ประชากร
โลกจะตายดว้ยโรคมะเร็งมากกวา่ 11 ลา้นคน ส าหรับประเทศไทยโรคมะเร็งเป็นสาเหตุการตายอนัดบั
หน่ึงของประเทศถ้าไม่นับการตายเน่ืองจากอุบติัเหตุและมีจ านวนผูป่้วยด้วยโรคมะเร็งเพิ่มข้ึนทุกปี 
(Wibulpolprasert, 2002) การรักษาโรคมะเร็งตามแพทยแ์ผนปัจจุบนัคือการผ่าตดัและตอ้งได้รับการ
รักษาเสริม ไดแ้ก่ การให้ยาเคมีบ าบดั และ การฉายรังสี เป็นตน้  การให้ยาเคมีบ าบดัเป็นวิธีการรักษา
เสริมท่ีสะดวกส าหรับผูป่้วยและเน่ืองจากมะเร็งเป็นกลุ่มโรคท่ีมีความหลากหลายท่ีสาเหตุ  ต าแหน่ง
ของโรค  ขนาดของการกระจายตวั  ตลอดจนอตัราการเจริญของเซลลม์ะเร็ง  จึงเป็นการยากท่ีจะหายาท่ี
สามารถตา้นมะเร็งไดทุ้กชนิด และยาเคมีท่ีใชก้็มีราคาแพงเน่ืองจากการน าเขา้จากต่างประเทศและมกัมี
ผลขา้งเคียงของยา จากขอ้จ ากดัดงักล่าว  จึงมีความตอ้งการสารหรือตวัยาใหม่ๆ ท่ีมีประสิทธิภาพในการ
รักษาโรคมะเร็งได้มากข้ึนและมีผลข้างเคียงต ่ากว่ายารักษามะเร็งท่ีใช้ในปัจจุบนั บทบาทของสาร    
ออกฤทธ์ิจากผลิตภณัฑ์ธรรมชาติจากพืชสมุนไพรจึงอยูใ่นความสนใจ และหากจุลินทรียส์ามารถผลิต
สารออกฤทธ์ิไดเ้ช่นเดียวกบัพืช จะสามารถผลิตไดใ้นปริมาณมาก ใชเ้วลาสั้นกวา่พืช  ตน้ทุนการผลิตต ่า  
และน าไปสู่การใช้ประโยชน์ได้กวา้งขวางข้ึน  ประกอบกบัประเทศไทยเป็นประเทศท่ีอุดมไปด้วย
ทรัพยากรพืชและจุลินทรีย ์จึงยงัมีพืชป่าอีกหลายชนิดท่ีชาวบา้นน ามาใชป้ระโยชน์หรือบริโภคแต่ยงัไม่
มีขอ้มูลทางวิชาการเพื่อการใชป้ระโยชน์อยา่งถูกตอ้งและคุม้ค่า  โครงการวิจยัเช้ือราท่ีอยูใ่นพืชป่าและ
ความเป็นพิษของสารจากเช้ือราและพืชต่อเซลล์มะเร็งน้ีจึงมุ่งหวงัให้ได้ข้อมูลท่ีช่วยเพิ่มการใช้
ประโยชน์พืชและเช้ือรา  
1.2  วตัถุประสงค์ของการวจิัย 
วตัถุประสงคข์องโครงการวิจยั เพื่อ 
1) ใหไ้ดช้นิดหรือสายพนัธ์ุของเช้ือราท่ีอยูใ่นพืชป่า (Endophytic fungi หรือ Endophytes) บางชนิดท่ี 
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พบในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ท่ีมีความเป็นไปไดสู้งในการผลิตสารตา้นเซลลม์ะเร็ง 
2) ให้ได้ข้อมูลของสารท่ีผลิตจากเช้ือราบางชนิดท่ีอยู่ในพืชป่าและจากพืชนั้นๆ ท่ีเป็นพิษกับ
เซลลม์ะเร็ง และฤทธ์ิของสารนั้นต่อเซลลป์กติของคน 
1.3  ขอบเขตของการวจิัย 
โครงการวิจยัน้ีเป็นโครงการเร่ิมตน้เพื่อพฒันาไปสู่การวิจยัในเชิงลึก โครงการน้ีจะด าเนินการ
ภายใตค้วามร่วมมือของบุคลากรในสังกดัของ 3 หน่วยงาน คือ มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี กรมป่า
ไม ้และสถาบนัมะเร็งแห่งชาติ  โดยเนน้ศึกษาเช้ือรากลุ่ม Endophytes ท่ีอยูใ่นพืชป่าบางชนิดท่ีพบการ
เจริญในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทยและชาวชนบทหรือชาวบา้นน ามาใชป้ระโยชน์ในแง่
ยารักษาโรคมะเร็งและโรคอ่ืนๆ ตามภูมิปัญญาพื้นบา้นอยูแ่ลว้ เพื่อการใชป้ระโยชน์ทั้งพืชและจุลินทรีย์
ในดา้นการผลิตสารตา้นเซลล์มะเร็งของคน  การด าเนินงานเร่ิมจากการรวบรวมตวัอยา่งพืชป่าเป้าหมาย 
จากท่ีไดมี้การส ารวจพื้นท่ีท่ีมีการเจริญของพืชในเบ้ืองตน้ ระบุชนิดในเบ้ืองตน้ของพืช และทดลองสกดั
สารจากพืชท่ีมีฤทธ์ิตา้นเซลลม์ะเร็งท่ีเล้ียงไวใ้นหลอดทดลอง (in vitro)  ในขณะเดียวกนัด าเนินการแยก
เช้ือรากลุ่ม Endophytes ท่ีอยู่ในส่วน (เช่น ใบและล าต้น) ของพืชป่าท่ีไม่เป็นโรคหรือแมลงท าลาย      
คดัแยกเช้ือราและเพาะเล้ียงใหไ้ดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ ตรวจสอบและจดัจ าแนกชนิดของเช้ือรา จดัเก็บรักษาเช้ือ
พนัธ์ุเช้ือรา และทดลองผลิตสารออกฤทธ์ิตา้นเซลล์มะเร็งโดยเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้นน าอาหาร
ท่ีผา่นการเล้ียงเช้ือมาสกดัและทดสอบสารออกฤทธ์ิ 
การทดสอบสารออกฤทธ์ิทั้งท่ีสกดัจากพืชและจากการเล้ียงเช้ือราต่อเซลลม์ะเร็งจะกระท ากบั
เซลลท่ี์เล้ียงไวใ้นหลอดทดลอง (in vitro)  โดยเร่ิมทดลองกบัเซลลม์ะเร็ง 2 ชนิด จากเซลลม์ะเร็ง 6 ชนิด 
ท่ีพบมากและก าลงัเป็นปัญหาต่อการรักษาผูป่้วยในประเทศไทย คือ มะเร็งเยือ่บุช่องปาก (Human 
epidermoid carcinoma) มะเร็งเตา้นม (Human breast adenocarcinoma) มะเร็งปอด (Human lung 
carcinoma) มะเร็งตบั (Human hepatocellular carcinoma) มะเร็งปากมดลูก (Human cervical carcinoma)  
และมะเร็งล าไส้ (Human colon carcinoma) พร้อมทั้งศึกษาความเป็นพิษของสารสกดัจากเช้ือราท่ีมีต่อ
เซลลป์กติของคน  วเิคราะห์ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นเซลลม์ะเร็งเป็นค่า IC50 (ค่าความเขม้ขน้ของสารท่ี
ใชท้ดสอบท่ีสามารถฆ่าเซลลม์ะเร็งไดค้ร่ึงหน่ึงเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม) 
สรุปผลการวจิยัทั้งในส่วนของเช้ือรา Endophytes พืชอาศยั และผลของสารสกดัท่ีไดจ้ากเช้ือรา
และพืชท่ีแสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งและท่ีเป็นพิษและไม่เป็นพิษกับเซลล์ปกติของคน และ
เผยแพร่ผลงานวจิยัเบ้ืองตน้น้ีในวงการวชิาการและประชาชนผูใ้ชป้ระโยชน์ 
1.4  ประโยชน์ทีไ่ด้รับจากการวจิัย 
ประโยชน์ท่ีไดรั้บจากการวจิยั มีดงัน้ี 
1) สายพนัธ์ุของเช้ือราท่ีอยู่ในพืชป่า (Endophytic fungi) ซ่ึงสามารถน าไปสู่การค้นพบทาง
วชิาการระดบัสูงและส่งผลถึงการใชป้ระโยชน์ในการผลิตเมแทบอไลทเ์พื่อใชป้ระโยชน์ได ้
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2) พืชป่าท่ีมีเช้ือราอยูอ่าศยั ซ่ึงเป็นพืชท่ีคนไทยในชนบทน ามาใชใ้นการรักษาโรคมะเร็งและโรค
อ่ืนๆ ตามภูมิปัญญาพื้นบา้นอยูแ่ลว้ แต่ขาดความรู้และขอ้มูลทางวชิาการ 
3) ขอ้มูลดา้นศกัยภาพในการผลิตสารออกฤทธ์ิท่ีเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทั้งจากเช้ือราและพืช เพื่อ
การศึกษาในเชิงลึกต่อไป เพื่อการใช้ประโยชน์ทรัพยากรจุลินทรียแ์ละพืชได้สูงสุดในการผลิตและใช้
ประโยชน์ของสารออกฤทธ์ิอยา่งมีศกัยภาพ ซ่ึงสถาบนัมะเร็งแห่งชาติท่ีมีส่วนรับผิดชอบการวิจยัน้ี มีการ
ใชป้ระโยชน์สารโดยตรง อาจช่วยลดการเสียชีวติของประชากรไทยดว้ยโรคมะเร็ง  
4) องคค์วามรู้ดา้นเช้ือราท่ีอยู่ในพืชป่าท่ีมีสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของประเทศไทย   องค์ความรู้น้ี 
ช่วยส่งเสริมการอนุรักษแ์ละใชป้ระโยชน์ทรัพยากรพืชและทรัพยากรจุลินทรียท่ี์คุม้ค่า  ซ่ึงยงัมีพืชป่าอีก
หลายชนิดท่ีชาวบา้นน ามาใช้ประโยชน์หรือบริโภคแต่ขาดขอ้มูลทางวิชาการเพื่อการใช้ประโยชน์อย่าง
ถูกตอ้ง  
5) ผลงานวจิยัท่ีถ่ายทอดยงันกัวชิาการ ประชาชนผูส้นใจและผูใ้ชป้ระโยชน์พืช ในรูปแบบการเผยแพร่ 
(ตามรายการเอกสารแนบทา้ยเล่มรายงานน้ี) ส่ิงพิมพ ์การน าเสนอในท่ีประชุมวิชาการ และการให้ขอ้มูล
โดยตรง  พร้อมการฝึกเทคนิคการศึกษาและถ่ายทอดโดยตรงแก่ผูช่้วยนกัวจิยัเพื่อใหไ้ดน้กัวจิยัรุ่นใหม่ 
1.5  ทฤษฎแีละกรอบแนวความคดิของโครงการวจิัย 
เช้ือราท่ีอยู่ในพืช (Endophytic fungi) อาศัยอยู่ร่วมกันแบบพึ่ งพาอาศัย ไม่ก่อให้เกิดโรค  ราได้รับ
สารอาหารจากพืช ช่วยส่งเสริมท าให้พืชดูดซบัธาตุอาหารไดม้ากข้ึน ส่งเสริมการเจริญของพืช และบางชนิด
สามารถท าให้พืชอาศยัต้านทานต่อโรคและแมลง (Petrini, 1986; Brunner and Petrini, 1992)   Endophytic 
fungi หลายชนิดมีศักยภาพในการสร้างสารออกฤทธ์ิท่ียบัย ั้ งการเจริญของจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนและต้าน
เซลล์มะเร็ง  อีกทั้งเช้ือราในกลุ่มดงักล่าวบางชนิดสร้างสารออกฤทธ์ิไดเ้ช่นเดียวกบัพืชอาศยั คือรายงานใน
ต่างประเทศท่ีพบว่า รา Taxomyces andreanae ผลิต Taxol ได้ในอาหารเล้ียงเช้ือ เช่นเดียวกับสาร Taxol ท่ี
สกัดได้จากส่วนในของเปลือกล าต้นของพืชอาศัย (Taxus brevifolia) ซ่ึงสาร Taxol น้ีใช้เป็นยารักษา
โรคมะเร็ง และการผลิตสารในระดับอุตสาหกรรมสามารถใช้เช้ือราผลิตด้วยต้นทุนการผลิตท่ีต ่ากว่า          
การสกดัสารจากพืช (Li et al., 1998a; Li et al., 1998b; Stierle et al., 1993) 
ประเทศไทยมีทรัพยากรพืช/พืชสมุนไพรและทรัพยากรจุลินทรียท่ี์มีความหลากหลายของชนิด
และจ านวนมาก  ปัจจุบันนักวิจัยไทยสนใจท่ีจะศึกษาพืชสมุนไพรกันอย่างกวา้งขวางและมากกว่า
การศึกษาเช้ือราท่ีอยู่ในพืช ด้วยเหตุท่ีพืชสมุนไพรหลายชนิดกลายเป็นพืชเศรษฐกิจแล้ว  ถ้าค านึงด้าน    
เช้ือรา ทั้งนกัวิชาการท่ีศึกษา Endophytes ในประเทศและรายงานผลการศึกษายงัจดัไดว้า่มีนอ้ย และมีความ
เป็นไปได้ท่ีเช้ือราจะมีบทบาทในการผลิตสารได้เช่นเดียวกับพืชสมุนไพร ซ่ึงถ้าเป็นจริง เช้ือราอาจมี
ความส าคญัในแง่การผลิตสารเฉพาะชนิดเพื่อใชป้ระโยชน์โดยตรงมากกวา่พืช ดงันั้นการศึกษาถึงเช้ือราท่ี
อยูใ่นพืชป่าท่ีมีสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพและ/หรือพืชสมุนไพรควบคู่ไปกบัการศึกษาพืชจึงเป็นองคค์วามรู้
ใหม่ท่ีช่วยส่งเสริมการใช้ประโยชน์ทรัพยากรพืชและทรัพยากรจุลินทรียท่ี์คุม้ค่า ประกอบกบัการท่ียงัมี
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พืชป่าอีกหลายชนิดท่ีชาวบา้นน ามาใชป้ระโยชน์หรือบริโภคแต่ขาดขอ้มูลทางวิชาการในการใชป้ระโยชน์
อย่างถูกต้อง  ผลการวิจัยทางด้านสารท่ีพบซ่ึงเน้นความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งยงัเป็นประโยชน์ใน             
การเสาะหาสารธรรมชาติเพื่อการรักษาโรคมะเร็งในประเทศไทย  
1.6  ผลงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 
1.6.1  เช้ือราทีอ่ยู่ในพืชป่า (Endophytic fungi หรือ Endophytes)  
เช้ือราท่ีอยูใ่นพืช (Endophytic fungi หรือ Endophytes) หมายถึง กลุ่มเช้ือราท่ีมีชีวติอยูใ่นพืช
ปกติ โดยอาศยัอยูใ่นเซลลเ์น้ือเยือ่ของส่วนต่างๆ ของพืช ไดแ้ก่ ใบ ก่ิง ล าตน้ ราก ดอก ผล เมล็ด เป็นตน้  
ส่วนใหญ่เช้ือราท่ีอยูใ่นพืชท่ีพบในปัจจุบนัน้ีจดัอยูใ่นกลุ่ม Deuteromycotina, Ascomycotina และ 
Basidiomycotina (Bacon and White, 2000; Mekkamol, 1998)  การด ารงชีวติระหวา่งเช้ือรากบัพืชอาศยั
เป็นแบบไดป้ระโยชน์ซ่ึงกนัและกนั โดยท่ีราไดรั้บสารอาหารจากพืช และในขณะเดียวกนัพืชไดรั้บ   
สารบางชนิดจากราท่ีเรียกวา่สารทุติยภูมิ (Secondary metabolites) เช่น สารปฏิชีวนะหรือสารซ่ึงมีฤทธ์ิ
ยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียก่์อโรคในพืช (Brunner and Petrini, 1992) 
เช้ือราท่ีอยู่ในพืชเป็นจุลินทรีย์กลุ่มเด่นกลุ่มหน่ึงท่ีเม่ือแยกจากพืชอาศัยมาศึกษาแล้วพบว่า        
บางชนิดมีบทบาทในการผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพและเมแทบอไลท์ท่ีเป็นประโยชน์กับคน ซ่ึง
ปัจจุบนัมีการต่ืนตวักนัมากในกลุ่มประเทศท่ีพฒันาและก าลงัพฒันา รวมถึงในประเทศไทยเห็นไดจ้าก
แหล่งเก็บเช้ือพนัธ์ุจุลินทรีย์ของศูนย์พนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติมุ่งเน้นการเก็บ
รวบรวมเช้ือราท่ีอยู่ในพืช (Endophytes) เพื่อใช้ประโยชน์ทางเทคโนโลยีชีวภาพเป็นประเด็นส าคัญ 
(Lumyong et al., 2004)  Lumyong et al. (2004) ยงัระบุถึงความหลากหลายของเช้ือราท่ีอยู่ในพืชในเขต
ร้อน ซ่ึงท่ีมีการศึกษากนัแลว้โดยส่วนใหญ่เป็นพืชใบเล้ียงเด่ียว จ าพวกปาล์มและกลว้ย  อยา่งไรก็ตามใน
พืชใบเล้ียงคู่ก็มีรายงานดงัเช่น ตน้สัก (Mekkamol, 1998)  ตวัอยา่งการศึกษา Endophytic fungi ไดแ้ก่ เลขา 
มาโนช และคณะ (2544) ศึกษารา Endophytes บนใบกล้วยไมดิ้น 3 ชนิด ราท่ีพบได้แก่ Colletotrichum, 
Nodulosporium และ Xylariaceae การศึกษาราดิน บริเวณรอบรากกลว้ยไมจ้  านวน 5 ชนิด โดยวธีิ Soil plate 
และใช้เมล็ดข้าวเป็นเหยื่อล่อ พบราในสกุลและชนิด ดังน้ี Aspergillus, Chaetomium, Cunninghamella 
echinulata, C. elegans, Eupenicillium, Fusarium, Gelasinospora, Gongronella, Hamigera, Monodictys, 
Mucor, Myrothecium verrucaria, Neurospora, Paecilomyces lilacinus, Papulospora immersa, P. 
irregularis, Penicillium rubrum, Phomopsis, Rhizopus stolonifer, Syncephalastrum, Talaromyces, 
Thielaviopsis และ Trichoderma polysporum  
Ditpan (2007) คดัแยกเช้ือราจากก่ิง ใบ และเปลือก ตน้ขนัทองพยาบาท Suregada multiflora 
(A.Juss.) Baill. ศึกษาชนิดตามลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดใ์นส่วน ITS1-
5.8S-ITS2 ของ rDNA พบราอยูใ่นส่วนของเปลือกตน้ขนัทองพยาบาทคือ Lasiodiplodia sp. ซ่ึงคาดวา่ 
เป็น Anamorph ของรา Botryosphaeria rhodina เน่ืองจากมีล าดบันิวคลีโอไทดเ์หมือนกนั 100% 
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จิตรา เกาะแกว้ และคณะ (2550) ศึกษาชนิดของ Endophytic fungi ท่ีอยูร่่วมกบัพืชสมุนไพร
จ านวน 13 วงศ ์15 ชนิด คือ กระวาน กระชายขาว ราชพฤกษ ์โคลงเคลง คอ้นตีหมา เตยหนาม นาวน ้า 
โกฐจุฬาล าพา ทบัทิม ตะขาบปีน กลว้ย ผกัหวานใหญ่ ฝางส้ม ชะเอมเถา เถาตดหมูตดหมา ส้มกุง้ จาก
อุทยานแห่งชาติเขาใหญ่ จงัหวดันครราชสีมา และสวนสิรีรุกขชาติ มหาวทิยาลยัมหิดล วทิยาเขตศาลายา 
จงัหวดันครปฐม และวทิยาเขตไทรโยค จงัหวดักาญจนบุรี ระหวา่งเดือนมีนาคมถึงสิงหาคม พ.ศ. 2549 
แยกเช้ือโดยวธีิ Sodium hypochlorite - ethanol surface sterilization บนอาหาร Water agar (WA)  และ 
Potato dextose agar (PDA) พบ Endophytic fungi 210 สายพนัธ์ุ (Isolate) จดัเป็นรา Hyphomycetes 25 
สายพนัธ์ุ จ  าแนกได ้7 สกุล 6 ชนิด  Coelomycetes 135 สายพนัธ์ุ 5 สกุล 3 ชนิด  Ascomycetes จ านวน 20 
สายพนัธ์ุ และราท่ีไม่สร้างส่วนขยายพนัธ์ุหรือสปอร์ จ านวน 55 สายพนัธ์ุ ราท่ีพบมากท่ีสุดคือ 
Colletotrichum, Pestalotiopsis, Phyllosticta, Phoma และ Phomopsis ตามล าดบั เม่ือน า Endophytic 
fungi ท่ีแยกไดจ้  านวน 7 ชนิด มาทดสอบประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของราสาเหตุโรคพืช 10 
ชนิด บนอาหาร PDA พบวา่ Endophytic fungi ท่ีเจริญชา้และไม่สร้างสปอร์ 5 สายพนัธ์ุ และรา 
Pestalotiopsis sp. 1 สายพนัธ์ุ สามารถยบัย ั้งการเจริญของรา Alternaria alternate, Bipolaris maydis, 
Lasiodiplodia theobromae, Phytophthora palmivora, และ Sclerotium rolfsii ในหอ้งปฏิบติัการ 
วสันณ์ เพชรรัตน์ และ นพวรรณ นิลสุวรรณ (2550) แยกเช้ือราจากใบพืชหนา้ววัท่ีมีลกัษณะ
ปกติ ในวงศ ์ Araceae จ านวน 125 ตวัอยา่ง ไดเ้ช้ือราจ านวน 62 ไอโซเลท จ าแนกเป็นเช้ือรา ดงัน้ี 
Colletotrichum sp. จ านวน 8 ไอโซเลท Aspergillus sp. จ านวน 1 ไอโซเลท Penicillium sp. จ านวน             
1 ไอโซเลท Trichoderma sp. จ านวน 1 ไอโซเลท และในกลุ่มของเช้ือราท่ีไม่สร้างโครงสร้างการ
สืบพนัธ์ุหรือไม่สร้างสปอร์ จ านวน 51 ไอโซเลท 
เลขา มาโนช และคณะ (2552) ไดค้ดัเลือกราดินและ Endophytic fungi เพื่อใชใ้นการควบคุม  
การเจริญของรา Rhizoctonia สาเหตุโรคกาบใบแหง้ของขา้ว ขา้วโพด และทุเรียนบนอาหารเล้ียงเช้ือ 
Potato dextrose agar ราดินท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของรา Rhizoctonia spp. ไดแ้ก่ 
Humicola fuscoatra, Chaetomium globosum, C. cupreum และ Trichoderma sp. ส่วนรา Sordaria 
fimicola และ Talaromyces flavus ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของรา Rhizoctonia แต่ยบัย ั้งการเจริญของ
รา Alternaria alternata, Colletotrichum capsici, C. gloeosporioides, Curvularia lunata, Fusarium 
oxysporum, Helminthosporium maydis, H. oryzae, Peronophythora litchii, Pestalotiopsis guepinii, 
Phyllosticta sp., Phytophthora palmivora และ P. parasitica และพบวา่ Endophytic fungi ซ่ึงเจริญชา้
และไม่สร้างสปอร์ท่ีแยกไดจ้ากใบอุตพิต (Typhomium trilobatum, วงศ ์Araceae) จากจงัหวดัสุพรรณบุรี 
สามารถยบัย ั้งการเจริญของรา Rhizoctonia spp. สาเหตุโรคใบไหมข้องขา้ว ขา้วโพด และทุเรียน  
Pythium utimum และ Phytophthora cinnamomi  
Maehara et al. (2010) คดัแยกราจ านวน 21 ไอโซเลท จากตน้อ่อนของควนิิน Cinchona ledgeriana  
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(Rubiaceae) ท่ีเจริญในเขตชวาตะวนัตก ประเทศอินโดนีเซีย และจดัจ าแนกชนิดของราดว้ยการวิเคราะห์
ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ Internal transcribed spacers (ITS1 และ ITS2) ซ่ึงมีบริเวณ 5.8S Ribosomal DNA 
region ไดว้า่เป็นรา Phomopsis spp., Diaporthe spp., Penicillium spp. และ Arthrinium sp. 
Hilarino et al. (2011) ศึกษาความหลากชนิดและการกระจายของเช้ือราท่ีอาศยัอยูใ่นใบของพืช
Bauhinia brevipes ในวงศ ์ Fabaceae จากลกัษณะทางสณัฐานวทิยา จ าแนกเช้ือราได ้ 126 taxa ตาม
ลกัษณะการเจริญของใบ โดยแยกไดจ้ากใบแก่จ านวน 102 texa ใบเจริญจ านวน 93 texa และใบท่ีเร่ิมแผ่
ออก 79 texa พบสกุลเด่นคือ Phomopsis, Dothiorella, Pestalotiopsis และ Acremonium บริเวณของใบ
ไม่มีผลต่อความหลากชนิดและจ านวนไอโซเลทของเช้ือราอยา่งมีนยัส าคญั  อยา่งไรก็ตาม บาง taxa พบ
เฉพาะบริเวณขอบใบ ซ่ึงจ าแนกเป็น 6 taxa คดัแยกจากใบท่ีเร่ิมแผอ่อก 9 taxa จากใบเจริญและ 17 taxa 
จากใบแก่ องคป์ระกอบของกลุ่มเช้ือรามีความแตกต่างกนัตามบริเวณของใบ ซ่ึงมีความแปรปรวนทาง
พื้นท่ีสูงภายในใบพืช ความหลากชนิดของเช้ือราสูงซ่ึงแสดงถึงการกระจายของเช้ือราใหเ้กิดความ
หลากหลายในบริเวณเขตร้อนช้ืน  
Gazis et al. (2012) ไดศึ้กษาเช้ือรา Endophytes ในกระพี้และใบของยางพารา พบเช้ือราชนิดใหม่ใน
กลุ่ม Ascomycota จากการศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมดว้ยการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ในหลาย
ต าแหน่ งของ Genes (Multilocus phylogenetic analyses) อยู่ ในกลุ่ ม Leotiomyceta ซ่ึ งประกอบด้วย 
Arthoniomycetes, Dothideomycetes, Eurotiomycetes, Geoglossomycetes, Lecanoromycetes, Leotiomycetes, 
Lichinomycetes และ Sordariomycetes รวมทั้งกลุ่มเช้ือราท่ีอาศยัอยู่ในใบพืช จึงจดัจ าแนกเช้ือราชนิดน้ีใน 
Class ใหม่คือ Xylonomycetes  
Mingma et al. (2014) พบเช้ือรา Actinomycetes จ านวน 77 และ 240 ไอโซเลท จากรากพืชวงศ์
ถัว่ ท่ีมีปริมาณของ Diaminopimelic acid (LL-isomer) มากในเซลล ์  จากการศึกษาล าดบันิวคลีโอไทด์
ของ 16S rRNA gene สามารถจ าแนกเช้ือราในระดบัสกุลไดด้งัน้ี Amycolatopsis, Isoptericola, 
Micromonospora, Microbispora, Nocardia, Nonomuraea, Promicromonospora และ Pseudonocardia  
Sutjaritvorkul (2015) คดัแยกเช้ือราจากใบสะทอนสด (Millettia utilis Dunn) จดัจ าแนกเช้ือรา
ตามลกัษณะทางสัณฐานวทิยาไดด้งัน้ี Absidia spp., Aspergillus niger, Aspergillus sp., Fusarium spp., 
Penicillum sp., Pestalotiopsis spp., Phomopsis spp. และ Phyllosticta spp. 
1.6.2  สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพทีผ่ลติจากเช้ือราบางชนิดที่อยู่ในพืช 
รายงานการศึกษาเช้ือราท่ีอยูใ่นพืชท่ีมีการสร้าง Secondary metabolites ไดแ้ก่ Fusarium 
oxysporum ท่ีแยกไดจ้ากเน้ือเยือ่ตน้มะเขือเทศปกติ  สามารถสร้างสารทุติยภูมิท่ีเป็นพิษต่อไส้เดือนฝอย
ศตัรูพืช (Hallmann and Sikora, 1998)  เช้ือรา Fusarium subglutinans ท่ีแยกจากตน้ Triterygium wilfordii 
สามารถสร้างสาร Subglutinol ท่ีมีฤทธ์ิกดภูมิตา้นทาน และสามารถน ามาใชใ้นผูป่้วยท่ีมีการผา่ตดั
เปล่ียนถ่ายอวยัวะได ้(Lee et al., 1995) 
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ส าหรับสารออกฤทธ์ิจากจุลินทรียน์ั้น ได้มีการศึกษากนัมากข้ึน จากรายงานประจ าปี ค.ศ. 2000 
ของมหาวทิยาลยั Bradford ประเทศองักฤษ ระบุวา่ขณะน้ีบริษทัผลิตยาก าลงัวิจยัหาตวัยาชนิดใหม่ท่ีไดจ้าก
พืชและจุลินทรีย์ ซ่ึงจากผลงานวิจยัของมหาวิทยาลยัเองพบว่า เช้ือราในวงศ์ Xylariaceae สามารถผลิต   
สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพใหม่ๆ หลายชนิด และสามารถเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือได ้และยงัมีรายงานว่า
เช้ือราวงศน้ี์สามารถสร้างสารออกฤทธ์ิในกลุ่ม Cytochalasins ท่ีมีฤทธ์ิตา้นมะเร็งในห้องปฎิบติัการ ซ่ึงจาก
ท่ีคณะผูว้ิจยัมีประสบการณ์เก่ียวกบัการศึกษาเช้ือราในวงศ์ Xylariaceae ก็พบความหลากหลายของชนิด
ของราในกลุ่มน้ีมากและมกัเป็นชนิดท่ีมีรายงานว่าเป็น Endophytes (Rodtong et al., 2000; Thienhirun et 
al., 2003) 
ในดา้นความสามารถในการสร้างสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพทั้งจากพืชและจุลินทรียท่ี์มีการสกดั
แยกสารมาทดลองใชป้ระโยชน์เพื่อรักษาโรคนั้น สารบางชนิดท่ีสกดัไดก้็ใหผ้ลดีในการตา้นเซลลม์ะเร็ง 
ดงัตวัอย่างท่ีกล่าวในขา้งตน้ ซ่ึงปัจจุบนัโรคมะเร็งนบัเป็นโรคท่ีเป็นปัญหาสาธารณสุขท่ีส าคญัทั้งของ
ประเทศไทยและของโลก   ดงัไดก้ล่าวในขา้งตน้อีกเช่นกนัวา่โรคมะเร็งเป็นสาเหตุการตายอนัดบัหน่ึง
ของประเทศไทย ถา้ไม่นบัการตายเน่ืองจากอุบติัเหตุ และมีจ านวนผูป่้วยดว้ยโรคมะเร็งเพิ่มข้ึนทุกปี 
(Wibulpolprasert, 2002) ซ่ึงชนิดของมะเร็งท่ีพบบ่อยในประชากรไทย  ตั้ งแต่ปี  พ .ศ . 2551-2555 
(กระทรวงสาธารณสุข, 2556) นั้นมีราว 10 ชนิด ไดแ้ก่  มะเร็งตบั มะเร็งปอด มะเร็งล าไส้  มะเร็งช่อง
ปาก  มะเร็งต่อมลูกหมาก  มะเร็งกระเพาะอาหาร  มะเร็งผวิหนงั  มะเร็งเมด็เลือด  มะเร็งปากมดลูก  และ
มะเร็งเตา้นม   การรักษาให้หายจากโรคมะเร็ง สามารถท าไดโ้ดยการฉายรังสี (และตอ้งไดรั้บการรักษา
เสริม ได้แก่ การให้ยาเคมีบ าบดั)  หรือการผ่าตดั (และตอ้งได้รับการรักษาเสริม ได้แก่ การให้ยาเคมี
บ าบดัและการฉายรังสี) เป็นตน้  เน่ืองจากมะเร็งเป็นกลุ่มโรคท่ีมีความหลากหลายท่ีสาเหตุ  ต าแหน่ง
ของโรค  ขนาดของการกระจายตวั  ตลอดจนอตัราการเจริญของเซลลม์ะเร็ง  จึงเป็นการยากท่ีจะหายาท่ี
สามารถตา้นมะเร็งไดทุ้กชนิด  จากปัญหาขอ้และจ ากดัดงักล่าว  ในการรักษาเสริมดว้ยยาเคมีบ าบดันั้น
ยงัมีความต้องการหาสารใหม่ท่ีมีประสิทธิภาพในการรักษาโรคมะเร็งมากข้ึนและท่ีส าคัญควรมี
ผลขา้งเคียงต ่ากวา่ยารักษามะเร็งท่ีใชใ้นปัจจุบนั พืชสมุนไพรเป็นทางเลือกหน่ึงของแหล่งผลิตสารตา้น
เซลลม์ะเร็ง นอกเหนือจากความนิยมใชส้มุนไพรในการรักษาโรคอ่ืนๆ และเป็นอาหารเสริมสุขภาพ  
ด้วยเหตุท่ีประเทศไทยอุดมด้วยทรัพยากรพืช  จึงยงัมีพืชป่าอีกหลายชนิดท่ีมีการน ามาใช้
ประโยชน์ในการรักษาโรคมะเร็งดว้ยภูมิปัญญาพื้นบา้น เช่น พืชบางชนิดในวงศ ์Euphorbiaceae ซ่ึงพบ
ทั้งท่ีเป็นไมพุ้่มขนาดใหญ่และไมย้ืนตน้ขนาดย่อม (เกียรติ สัจจลกัษณ์, 2541) และพืชป่าบางชนิดใน
วงศ์ Leguminosae (Bhakuni et al., 1971; นนัทวนั บุณยะประภศัร และ อรนุช โชคชัยเจริญพร, 2541) 
และยงัขาดขอ้มูลทางวชิาการเพื่อการใชป้ระโยชน์อยา่งคุม้ค่า 
Tanamatayarat et al. (2003) สกดัสารออกฤทธ์ิจากใบของพืชกลุ่มไมเ้น้ือแขง็วงศ ์Rubiaceae ท่ี
พบในพื้นท่ีภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ดว้ย Ethyl alcohol 95% และทดสอบความเป็น
พิษต่อเซลลม์ะเร็งชนิด Human cervix carcinoma cell line (KB-3-1) พบสารสกดัจากใบกระมอบ 
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(Gardenia obtusifolia) และใบค ามอกหลวง (Gardenia sootepensis) มีความเป็นพิษสูงต่อเซลลม์ะเร็ง 
(IC50 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ในขณะท่ีสารสกดัจากใบเขม็ป่า (Ixora cibdela) ใบแกม้นุ่ม 
(Mussaenda pava) และใบตาเป็ดใบยอ (Psychotria ophioxyloides) มีความเป็นพิษปานกลางต่อ
เซลลม์ะเร็ง (20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร <IC50 <100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)  
สุวชัชยั มิสุนา และคณะ (2552) ศึกษาความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งของสารสกดัธรรมชาติท่ีมี
สมบติัเป็น Histone deacetylase (HDAC) inhibitor ของเปลือกตน้ขนัทองพยาบาทท่ีสกดัดว้ยเอธิล
แอลกอฮอล ์ ท่ีความเขม้ขน้ของสารสกดั 200 ไมโครกรัมต่อปฏิกิริยา มีสมบติัเป็นตวัยบัย ั้งการท างาน
ของเอนไซม ์ Histone deacetylase และมีความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งปากมดลูก (HeLa cells) โดยมีค่า 
Cytoxicity เท่ากบั 80% ท่ีความเขม้ขน้ของสารสกดั 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  Exposure time เท่ากบั 
24 ชัว่โมง  สารสกดัสมุนไพรขนัทองพยาบาทมีความเป็นพิษนอ้ยต่อเซลลป์กติ ทั้งเซลล ์ Human 
embryonic kidney (HEK293) cell และ เซลล ์Mouse fibroblast (NIH3T3) cell จากการทดสอบความเป็น
พิษของสารสกดัต่อทั้งเซลลม์ะเร็งและเซลลป์กติในเบ้ืองตน้จากการทดลองท่ีบ่มสารสกดักบัเซลลต่์างๆ 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง อยา่งไรก็ตาม ยงัคงตอ้งท าการทดลองท่ีเวลา 48 ชัว่โมง และ 72 ชัว่โมง ซ่ึงคาดวา่จะ
สามารถหาค่า IC50 ไดช้ดัเจนข้ึน 
Tewtrakul et al. (2011) ศึกษาฤทธ์ิ Anti-inflammatory ดว้ยตวัท าละลาย Hexane และ CH2Cl2 
ของสารสกดัจากเปลือกส่วนล าตน้(Stem bark) ของขนัทองพยาบาท (Suregada multiflora) พบวา่สาร
สกดัท่ีไดมี้ฤทธ์ิยบัย ั้งกิจกรรมของ Nitric oxide (NO) ท่ีระดบั IC50 เท่ากบั 8.6 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
โดยสารสกดัในกลุ่ม Helioscopinolide A มีศกัยภาพสูงสุดในการยบัย ั้งกิจกรรมของ NO ดว้ยค่า IC50 
เท่ากบั 9.1 ไมโครโมล (μM)  รองลงมาเป็นสารกลุ่ม Helioscopinolide C  และ Suremulol D ท่ีมีค่า IC50 
เท่ากบั  24.5 และ 29.3 ไมโครโมล ตามล าดบั และพบวา่ Helioscopinolide A ยบัย ั้งกิจกรรมของ 
prostraglandin E2 (PGE2) ท่ีระดบั IC50 เท่ากบั 46.3 ไมโครโมล  ผลการศึกษาสนบัสนุนภูมิปัญญา
ชาวบา้นท่ีใชเ้ปลือกของขนัทองพยาบาทในการรักษาโรคท่ีเก่ียวขอ้งกบัการอกัเสบ (Inflammatory-
related diseases) 
Bara et al. (2013) ศึกษาสารท่ีผลิตโดยเช้ือรา Botryosphaeria australis ท่ีแยกไดจ้ากตน้แสมทะเล 
Avicennia marina ในมลฑลไห่หนาน ประเทศจีน พบสารชนิดใหม่คือ Botryosphaenin และพบสาร 
Botryosterpene และ 5-Hydroxy-2,7-dimethoxynaphthalene-1,4-dione  รวมถึงอนุพนัธ์อีก 4 ชนิด คือ             
6-Ethyl-5-hydroxy-2,7-dimethoxynaphthalene-1,4-dione, O-Methylaspmenone, O-methylasparvenone 
และ 5-(carboxymethyl)-7-Hydroxy-1,4a-dimethyl-6-methylene decahydron aphthalene-1-carboxylic 
acid พบวา่สาร Botryosphaenin มีฤทธ์ิยบัย ั้งเซลลม์ะเร็ง THP-1 (Human leukemia monocyte) และ 
BALB/3T3 (Mouse embryonic fibroblast) 
Chakravarthi et al. (2013) ศึกษาความสามารถในการยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนและการชกัน าใหเ้กิด
การตายของ Cancer cell lines โดยสาร Taxol และ Baccatin III ท่ีสกดัไดจ้ากเช้ือรา Fusarium solani ซ่ึง
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คดัแยกจากตน้ Taxus celebica ท่ีเป็นพืชในกลุ่มสน พบสาร Taxol และ Baccatin III สามารถยบัย ั้งการ
เพิ่มจ านวนของเซลลม์ะเร็ง ดว้ยค่า IC50 ท่ีอยูใ่นช่วง 0.005 ถึง 0.2 ไมโครโมล  ส าหรับสาร Taxol และ 2 
ถึง 5 ไมโครโมล  ส าหรับสาร Baccatin III และยงัพบการชกัน าใหเ้ซลลต์ายแบบ Apoptosis ในเซลล ์
JR4-Jurkat cells ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัโปรตีน Anti-apoptotic Bcl2 เอนไซม ์Caspase-10 ท าใหเ้ซลลสู์ญเสีย 
Mitochondrial membrane นอกจากน้ียงัตรวจพบ DNA fragmentation ของเซลลม์ะเร็งดว้ย 
Zhang et al. (2013) พบสารสกดัจากแก่นนนทรี (Peltophorum pterocarpum; Fabaceae) มีฤทธ์ิ
ยบัย ั้งการกระตุน้ Epstein-Barr virus early antigen (EBV-EA) ซ่ึงเกิดจากการเหน่ียวน าของ                               
12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) ใน Raji cells และยบัย ั้งการเกิด Melanogenesis ใน                   
-Melanocyte-stimulating hormone (-MSH)-stimulated B16 melanoma cells และตา้นอนุมูลอิสระ  
สารอนุพนัธ์ฟีนอลิก Bergenin และ Gallic acid ท่ีไดจ้ากสารสกดัในส่วน Ethyl acetate (AcOEt)-soluble 
fraction สามารถยบัย ั้ง Melanogenesis ในเซลล์ -Melanocyte-stimulating hormone (-MSH)-
stimulated B16 melanoma cells สาร Bergenin ยงัสามารถยบัย ั้งการกระตุน้ EBV-EA activation และยบัย ั้ง
การเกิดมะเร็งผิวหนงัของหนูทดลอง สาร Gallic acid ยงัมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระอีกดว้ย 
Sowemimo et al. (2015) ศึกษาฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกดัจากใบหูช้าง (Enterolobium 
cyclocarpum (Jacq.) Griseb) ด้วยเมธิลแอลกอฮอล์ โดยวิธี Brine shrimps lethality assay พบมีความเป็นพิษ
ต่อเซลล์ มีค่า LC50 เท่ากับ 31.63 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลล์ Cervical 
(HeLa) และ Breast (MCF7) cancer cell lines ซ่ึงมีค่า IC50 เท่ากับ 2.07±1.30 และ 11.84±1.18 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดบั เม่ือวิเคราะห์วฏัจกัรเซลล์พบว่า HeLa cells เกิดการหยุดวงวฏัจกัรของเซลล์ในระยะ 
G2/M phase ขณะท่ี MCF7 cells หยุดท่ีระยะ G1/G0 phase เม่ือวิเคราะห์ Annexin V-FITC/PI assay พบว่ามี
การล าเลียงสาร Phosphatidylserine เกิดข้ึนในเซลล์มะเร็งทั้งสองชนิด แสดงให้เห็นถึงการตายของเซลล์แบบ 
Apoptosis ในตวัอยา่งท่ีเติมสารสกดัของพืชดงักล่าวขา้งตน้ 
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บทที่ 2 
วธีิด าเนินการวจิัย 
การด าเนินงานของโครงการ ‘เช้ือราท่ีอยู่ในพืชป่าและความเป็นพิษของสารจากเช้ือราและพืชต่อ
เซลลม์ะเร็ง’ น้ีใชส้ถานท่ีปฏิบติังาน 3 หน่วยงาน ดงัน้ี  
ก.  อาคารเคร่ืองมือ ศูนยเ์คร่ืองมือวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยี  มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 
สถานท่ีปฏิบติังานหลกัของโครงการท่ีด าเนินการประสานงานทั้งโครงการ  ด าเนินการ 
ขั้นตอนการแยกเช้ือราท่ีอยูใ่นพืชป่าร่วมกบัผูร่้วมวิจยัสังกดักรมป่าไม ้การวิเคราะห์ชนิดและสายพนัธ์ุ
ของเช้ือราชนิดเด่นท่ีพบด้วยการศึกษาสารพนัธุกรรมจากล าดบันิวคลีโอไทด์ของ Ribosomal RNA 
gene  การทดลองผลิตสารออกฤทธ์ิตา้นเซลลม์ะเร็งจากเช้ือราท่ีคดัแยกได ้ การสกดัสารท่ีผลิตจากเช้ือรา
เพื่อส่งทดสอบความเป็นพิษกบัเซลล์มะเร็ง ณ สถาบนัมะเร็งแห่งชาติ  การสรุปผลการวิจยัทั้งเช้ือรา 
Endophytes  พืชอาศยั  และผลของสารสกดัท่ีไดจ้ากเช้ือราและพืชท่ีแสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง
และท่ีเป็นพิษและไม่เป็นพิษกบัเซลลป์กติ  
ข.  ส านกัวจิยัการจดัการป่าไมแ้ละผลิตผลป่าไม ้กรมป่าไม ้
ดร.สุรางค ์เธียรหิรัญ ผูร่้วมวิจยัสังกดัส านกัวิจยัการจดัการป่าไมแ้ละผลิตผลป่าไม ้กรมป่าไม ้
รับผิดชอบการด าเนินงานในขั้นตอนการวิเคราะห์ชนิดของพืชในเบ้ืองตน้  การแยกเช้ือราท่ีอยูใ่นพืช (แบ่ง
ภาระงานโดยแยกชนิดของตวัอย่างพืชหรือพืชชนิดเดียวกนัแต่ไดจ้ากต่างแหล่งกนั กบัผูร่้วมวิจยัสังกดั
มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี) การวิเคราะห์ชนิดและสายพนัธ์ุของเช้ือราโดยใช้ลกัษณะทางสัณฐาน
วิทยาและการเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ (รวมทั้งไอโซเลทของเช้ือราท่ีไดจ้ากคณะผูว้ิจยัสังกดัมหาวิทยาลยั
เทคโนโลยสุีรนารี)  และช่วยทดลองผลิตสารออกฤทธ์ิตา้นเซลลม์ะเร็งจากเช้ือราท่ีแยกได ้
ค. งานวจิยัสมุนไพร กลุ่มงานวจิยั สถาบนัมะเร็งแห่งชาติ 
ดร.ผอ่งพรรณ ศิริพงษ ์ ผูร่้วมวจิยัสังกดังานวิจยัสมุนไพร กลุ่มงานวจิยั สถาบนัมะเร็ง
แห่งชาติ ปฏิบติังานในขั้นตอนการวิเคราะห์ชนิดของพืชในเบ้ืองตน้ การสกดัและทดสอบความเป็นพิษ
ของสารท่ีผลิตทั้งจากพืชและเช้ือราต่อเซลลม์ะเร็ง และการวเิคราะห์ผลของสารสกดัท่ีไดจ้ากเช้ือราและ
พืชท่ีแสดงความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งและท่ีเป็นพิษและไม่เป็นพิษกบัเซลลป์กติ 
โดยภาพรวมการด าเนินงานของโครงการใชค้รุภณัฑ์และวสัดุ-อุปกรณ์หลกั และมีวธีิด าเนินการ
ดงัน้ี 
2.1  อปุกรณ์ทีใ่ช้ในการด าเนินการวจิัย 
2.1.1  ครุภัณฑ์ 
ครุภณัฑ์หลกัท่ีใชมี้ดงัน้ี หมอ้น่ึงความดนัไอ (Autoclave; Hirayama, Hirayama Manufacturing 
Corp., Japan)  ตูอ้บไอร้อน (Hot air oven; 1375FX Shel Lab, Sheldon Manufacturing, Inc., U.S.A.)  ตูเ้ข่ีย
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จุลินทรีย ์(Laminar flow hood, Caireb Clen Air, The Netherlands)  ตูบ้่มเช้ืออุณหภูมิ 25 และ 30 องศาเซลเซียส 
(Shel Lab, Sheldon Manufacturing, Inc., U.S.A.)  ตูค้วบคุมอุณหภูมิต ่า 4-12 องศาเซลเซียส (FOC225I Velp 
Scientific, Progen Scientific Ltd., U.K.)  ตูแ้ช่แขง็  -20 องศาเซลเซียส (HLLE-370 Heto, Heto-Holten, 
Denmark)  เคร่ืองชัง่ละเอียด (Analytical balance, TC-205, Denver Instrument Company, Japan)  เคร่ืองชัง่
หยาบ (Pan balance, LB3200D Sartorius, Sartorius AG Göttingen, Germany)  เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง 
(CCMD 510 pH and conductivity meter, WPA, England)  เคร่ืองระเหยสารแบบหมุน (Rotary evaporator, 
Büchi, Labortechnik AG, Switzerland)  กลอ้งจุลทรรศน์ชนิดท่ีใชแ้สง (Light microscope, Olympus BX51, 
Olympus Optical Co., Ltd., Japan)  กลอ้งถ่ายภาพภาคสนาม (Olympus, Camedia, Olympus Optical Co., Ltd., 
Japan)  อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath, 1245PC Shel Lab, Sheldon Manufacturing Inc., U.S.A.)  เคร่ือง
กวนแม่เหล็ก (Magnetic stirrer, C-MAG HS 7 IKAMAG®, IKA®-WERKE GMBH & CO. KG, Germany)  
เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิเพื่อเพิ่มจ านวน DNA (GeneAmp PCR System; Px2 Thermal Cycler, Thermo Electron 
Corporation, U.S.A.), Electrophoresis apparatus (MiNi SUBTMDNA Cell, BIO-RAD, Italy), Freeze Dryer 
(Heto Dry winner:DW 3, Denmark), Microcentrifuge (Strip-FugeTM, Clover Labs, Taiwan), Micropipette sets 
(Nichipet EX, Nichiryo, Japan), High speed refrigerated centrifuge (Avanti 26 XPI, Beckman Coulter, 
Beckman Coulter, Inc., U.S.A.), Spectrophotometer UV/VISIBLE GBC 916, Scientific Equipment Ltd., 
Australia), Vortex mixer (Finevortex, FinePCR, Korea)  และ UV transilluminator พร้อมกลอ้งถ่ายรูป 
(SynGene, Synopics Ltd., U.S.A.) เคร่ืองมือท่ีใชเ้ล้ียงและทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัจากเซลลร์าและพืชต่อ
เซลลม์ะเร็งท่ีติดตั้ง ณ งานสมุนไพร สถาบนัมะเร็งแห่งชาติ  ขั้นตอนการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของ 
Ribosomal RNA gene ของจุลินทรียด์ว้ยการจา้งเหมาบริการวิเคราะห์ ณ ห้องปฏิบติัการ ส านกัวจิยัพฒันา
เทคโนโลยชีีวภาพ กรมวชิาการเกษตร จงัหวดัปทุมธานี  และ Macrogen Inc. (Seoul, Korea) 
2.1.2  วสัดุ 
วสัดุท่ีใชมี้ดงัต่อไปน้ี เคร่ืองแกว้พื้นฐานส าหรับปฏิบติัการจุลชีววิทยา หลอดแกว้และ
พลาสติกชนิดทนต่อการแช่แขง็ส าหรับเก็บเซลลจุ์ลินทรีย ์ ขวดฝาเกลียวขนาดบรรจุ 250 และ 500 
มิลลิลิตร ท่ีทนความร้อนในการน่ึงฆ่าเช้ือ  Centrifuge tubes ขนาดบรรจุ 50 มิลลิลิตร  Microcentrifuge 
tubes, Micropipette tips  สารท่ีใชเ้ตรียมอาหารเล้ียงจุลินทรีย ์ ไดแ้ก่ Malt extract (Himedia, HiMedia 
Laboratories, India), Glucose (Carlo Erba Reagenti, Italy), Proteose peptone (Himedia), Glycerol 
(MERCK, Merck KGaA, Germany), Potato dextrose agar (PDA, Himedia) และ Yeast extract 
(Himedia)  สารเคมีระดบัคุณภาพวเิคราะห์ (Analytical grade) ไดแ้ก่ Tri-ammonium citrate (Carlo Erba 
Reagenti), Ammonium sulphate (Carlo Erba Reagenti), Bromophenol blue (USB™, Amersham Life 
Science, England), Calcium carbonate (Carlo Erba Reagenti), Magnesium sulphate monohydrate (Fluka 
BioChemika, Germany), Manganese sulphate monohydrate (Carlo Erba Reagenti), Di-potassium 
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hydrogen phosphate (Carlo Erba Reagenti), Sodium acetate (Carlo Erba Reagenti), Sodium chloride 
(MERCK), Sucrose (Carlo Erba Reagenti) และ Urea (Carlo Erba Reagenti)  สารท่ีใชเ้ตรียมเซลลม์ะเร็ง
และทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัต่อเซลลม์ะเร็ง สารเพื่อการสกดัและเพิ่มจ านวนสารพนัธุกรรม (DNA) 
ของจุลินทรียด์ว้ยเทคนิคทางชีววทิยาโมเลกุลไดแ้ก่ Agarose (SeaKem® LE Agarose for gel 
electrophoresis, Lonza Rockland, Inc., U.S.A.), 10X PCR buffer (Invitrogen, Invitrogen Life 
Technologies, U.S.A.), Ethidium bromide (ACROS ORGANICS), Ethylenediamine tetra-acetic acid 
(EDTA, Sigma®, Sigma Chemical Co., U.S.A.), Ethanol (MERCK, E. Merck, Germany), Isopropyl 
alcohol (MERCK, E. Merck), Magnesium chloride (Carlo Erba Reagenti), และสารชีวภาพ เช่น Pronase 
(Invitrogen), Proteinase K (Invitrogen), Ribonuclease (Invitrogen), Taq DNA polymerase (Invitrogen), 
Oligonucleotide primers (The Science Pacific Company Ltd., Thailand)  และ Nucleoside triphosphates 
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP; Perkin Elmer, Applied Biosystems Inc., U.S.A.)  
2.2  วธิีด าเนินการวจิัย 
การศึกษาเช้ือรากลุ่ม Endophytes ท่ีอยูใ่นพืชป่าของโครงการวิจยัน้ี วางแผนเลือกศึกษาพืชท่ีพบการ
เจริญในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทยและท่ีชาวชนบทหรือชาวบา้นน ามาใชป้ระโยชน์ในแง่
ยารักษาโรคมะเร็งและโรคอ่ืนๆ ตามภูมิปัญญาพื้นบ้านอยู่แล้ว และเน่ืองจากประชาชนส่วนหน่ึงอยู่
ห่างไกลจากตวัเมืองหรือมีรายไดไ้ม่เพียงพอกบัการรักษาดว้ยแพทยแ์ผนปัจจุบนั ประกอบกบัความศรัทธา
ในหมอชาวบา้นและหมอพระซ่ึงให้ผลการรักษาท่ีน่าเช่ือถือแลว้กบัผูป่้วยหลายๆ ราย พืชป่าหลายชนิดจึง
มีความส าคญัมาก   โดยการศึกษาน้ีจะแยกหาเช้ือราท่ีอยู่ในพืชอาศยั  ระบุชนิดของเช้ือราท่ีพบ  และ
ทดสอบความเป็นพิษของสารท่ีผลิตทั้งจากพืชและเช้ือราต่อเซลล์มะเร็ง  วิธีด าเนินการวิจยัของโครงการน้ี
ประกอบดว้ยขั้นตอนหลกั ดงัต่อไปน้ี 
2.2.1  การวจัิยในส่วนของพืชป่า 
2.2.1.1 การรวบรวมตัวอย่างพืชป่าเป้าหมาย 
รวบรวมตวัอย่างพืชป่าเป้าหมาย 2 ชนิดจากพืช 4 กลุ่มหลกั จากท่ีได้มีการส ารวจ
พื้นท่ีท่ีมีการเจริญของพืชป่าในจงัหวดันครราชสีมาและจงัหวดัใกลเ้คียงในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือใน
เบ้ืองตน้แลว้ ซ่ึงตวัอย่างพืชจะเป็นพืชชนิดใดนั้นข้ึนกบัตวัอย่างท่ีสามารถพบไดใ้นช่วงเวลาของการ
ด าเนินการวจิยั และในพืชชนิดเดียวกนัจะรวบรวมจากต่างพื้นท่ีท่ีพบ จ านวนชนิดละ 3 ซ ้ า 
2.2.1.2  การวเิคราะห์ชนิดของพืชในเบ้ืองต้นตามลกัษณะทางสัณฐาน 
พืช 4 กลุ่มหลกั เพื่อเลือกศึกษาจ านวน 2 ชนิด มีดงัน้ี 
ก) พืชในวงศ ์Araceae ซ่ึงชนิดท่ีอยูใ่นความสนใจเป็นพืชท่ีพบการเจริญเด่นในป่า 
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ของพื้นท่ีเขตอ าเภอปักธงชยัและวงัน ้าเขียว จงัหวดันครราชสีมา ท่ีชาวบา้นเรียกวา่ วานขนัหมาก และน า
ผลมาบริโภคกนัอยา่งกวา้งขวางดว้ยความเช่ือวา่รักษาโรคไดค้รอบจกัรวาล แต่ขาดขอ้มูลทางวชิาการ 
ข) พืชประเภทไมเ้ถา  เป็นไมเ้ถาชนิดท่ีชาวบา้นเรียกวา่ เครือส่ีเหล่ียม พบไดท้ัว่ไปใน
ป่าเบญจพรรณแถบจงัหวดันครราชสีมาและบุรีรัมย ์จากท่ีไดส้นทนากบัหมอพระท่ีอยู่ในพื้นท่ีป่าในเขต
อ าเภอปักธงชยัและวงัน ้ าเขียว จงัหวดันครราชสีมา พบวา่พืชดงักล่าวใชรั้กษาโรคมะเร็งโดยตรง และใช้
เพียงชนิดเดียวก็รักษาโรคได ้ทั้งน้ีไดเ้ก็บตวัอย่างพืชและส่งตวัอย่างเพื่อขอความอนุเคราะห์ผูเ้ช่ียวชาญ
ทางดา้นพฤกษศาสตร์ในการระบุชนิด ซ่ึงไดผ้ลการระบุชนิดในเบ้ืองตน้เพียงเป็นพืชท่ีมีลกัษณะแปลกไป
กวา่ท่ีมีการรายงาน ถา้ไดติ้ดตามการเจริญของพืชต่อเน่ืองจะช่วยให้การระบุชนิดไดถู้กตอ้ง 
ค) พืชในวงศ ์ Euphorbiaceae โดยเลือกชนิดท่ีมีช่ือเรียกทัว่ไปวา่ ขนัทองพยาบาท 
(หมากดูกหรือยางปรอก) พบทั้งท่ีเป็นไมพุ้ม่ขนาดใหญ่และไมย้นืตน้ขนาดยอ่ม และมีรายงานวา่เปลือก
ตน้มีรสเบ่ือเมา มีสรรพคุณแกโ้รคมะเร็ง เร้ือน คุดทะราด กลากและเกล้ือน ท าใหฟั้นทน รักษาโรคตบั
พิการ แกป้ระดง แกพ้ิษในกระดูก แกโ้รคผวิหนงั ฆ่าพยาธิ   ส่วนเน้ือไมมี้รสเบ่ือเมา มีสรรพคุณแก้
ลมพิษ แกไ้ข ้แกก้ามโรค (เกียรติ สัจจลกัษณ์, 2541) 
ง) พืชในวงศ ์Leguminosae เลือกศึกษาชนิดท่ีมีช่ือเรียกทัว่ไปวา่ ถ่อน หรือ ทิ้งถ่อน 
ซ่ึงเป็นไม้ยืนต้น มีรายงานการตรวจหาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในขั้นต้นจากพืชของอินเดียชนิด
เดียวกบัถ่อนพบวา่มีฤทธ์ิตา้นมะเร็ง (Bhakuni et al., 1971) ส่วนสรรพคุณซ่ึงเป็นขอ้มูลของประเทศไทย
ระบุว่า รากและแก่น แก้เจ็บเอว แก้เจ็บหลงั แก้เส้นตึง แก้ท้องอืด และเปลือกต้นท าให้เจริญอาหาร       
แกธ้าตุพิการ (นนัทวนั บุณยะประภศัร และ อรนุช โชคชยัเจริญพร, 2541) 
2.2.1.3  การทดลองสกดัสารจากพืชเพ่ือทดสอบฤทธ์ิของสารต่อเซลล์มะเร็ง 
สกดัสารสกดัหยาบ (Crude extract) จากส่วนต่างๆ ของพืช ไดแ้ก่ ใบ ล าตน้ (แยกส่วน
เปลือก) และราก โดยลา้งท าความสะอาดตวัอย่างพืชผึ่งให้แห้ง จากนั้นหั่นเป็นช้ินเล็กให้มีขนาดความยาว
ประมาณ 0.5-1.0 เซนติเมตร แล้วบดให้ละเอียดด้วยเคร่ืองตีป่น (Blender)  จากนั้นสกดัสารออกฤทธ์ิจาก
ตวัอยา่งสดท่ีบดแลว้ดว้ยวิธีหมกั (Maceration) ใชต้วัท าละลาย 3 ชนิด เรียงล าดบัความมีขั้วนอ้ยและมากข้ึน
เป็นล าดบั คือ เฮกเซน (Hexane)  เอทานอล (Ethanol) 95%  และเมทานอล (Methanol) โดยชั่งตวัอย่างท่ีบด
แลว้ 5-25 กรัม ใส่ลงใน Erlenmeyer flask (ขนาดบรรจุ 250 มิลลิลิตร) เติมตวัท าละลายแต่ละชนิดในปริมาตร 
100 มิลลิลิตร (อตัราส่วนของ ตวัอย่างต่อตวัท าละลายเท่ากบั 1 ต่อ 4) ลงในแต่ละ Flask แลว้น ามากรองเอา
ส่วนของเหลวออกจากกาก ดว้ยผา้ขาวบาง และกรองซ ้ าดว้ยกระดาษกรอง (Whatman No.1)  น าสารสกดัท่ี
ได้ เขา้เคร่ืองระเหยสารแบบหมุน (Rotary evaporator, Büchi, Labortechnik AG, Switzerland) เพื่อแยกตวัท า
ละลายออก ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส แลว้จึงละลายดว้ยน ้ าหรือ Dimethylsulphoxied (DMSO) ไดส้ารใน
รูปแบบของสารสกดัหยาบ (Crude extract) เพื่อทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งในเบ้ืองตน้ 
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2.2.2  การวจัิยในส่วนของเช้ือราทีอ่ยู่ในพืชป่า 
2.2.2.1  การแยก เพาะเลีย้ง และจัดจ าแนกชนิดของเช้ือรา 
แยกเช้ือราท่ีอยูใ่นส่วนต่างๆ เช่น ใบ ผล ล าตน้ หรือราก ของพืชป่าท่ีไม่เป็นโรค
หรือแมลงท าลาย โดยวธีิ Triple surface sterilization ดว้ยการตดัช้ินส่วนของพืชให้ไดย้าวประมาณ 1 
เซนติเมตร แช่ส่วนของพืชในแอลกอฮอล ์ (Ethanol) 70%  นาน 1 นาที จากนั้นน าไปแช่  Sodium 
hypochlorite (NaOCl, 2%) นาน 10 นาที ลา้งดว้ยน ้ากลัน่ปลอดเช้ือ 3 คร้ัง  และแอลกอฮอล ์(95%) นาน 
30 วนิาที ตดัช้ินส่วนของพืชใหไ้ดข้นาด 4 ตารางมิลลิเมตร วางช้ินส่วนบนอาหาร Potato dextrose agar 
(PDA) (ภาคผนวก ข1) ท่ีมี ส่วนผสมของ Roes bengal 30 มิลลิกรัมต่อลิตร บ่มใหเ้ช้ือราเจริญท่ี
อุณหภูมิหอ้ง 25 องศาเซลเซียส เม่ือเส้นใยของเช้ือราเจริญออกมาจากเน้ือเยือ่ของพืช แยกใหไ้ดเ้ช้ือรา
บริสุทธ์ิโดยวธีิ Hyphal tip isolation และเก็บรา Endophytes ท่ีแยกได ้ (ขอ้ 2.2.2.2) วเิคราะห์ชนิดและ  
สายพนัธ์ุของเช้ือราโดยใชล้กัษณะทางสัณฐานและการเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ  (Arnold et al., 2000) 
และการศึกษาสารพนัธุกรรมโดยหาล าดบันิวคลีโอไทดข์อง Ribosomal RNA gene ของเช้ือราไอโซเลท
เด่นและท่ียากต่อการระบุชนิดดว้ยลกัษณะทางสัณฐาน รวมถึงไอโซเลทท่ีใหผ้ลการทดสอบของสาร
สกดัท่ีมีแนวโนม้ในการใชป้ระโยชน์ในอนาคต  ในการหาล าดบันิวคลีโอไทดจ์ะด าเนินการตามขั้นตอน
ท่ีระบุใน White et al. (1990), Dunham et al. (2003), Gardes and Bruns (1993) และ Moncalvo et al. 
(2000a, 2000b) ดงัน้ี 
1)  การสกดัแยก Genomic DNA จากเส้นใยเช้ือรา 
น าเส้นใยของเช้ือราบริสุทธ์ิท่ีคดัแยกไดป้ระมาณ 0.5 กรัม ลงในหลอดขนาด
บรรจุ 1.5 มิลลิลิตร  บดตวัอยา่งเยอืกแขง็ (แช่ในไนโตรเจนเหลว) ใหแ้ตกดว้ยแท่งแกว้ เติม Lysis buffer 
(ภาคผนวก ก4) 500 ไมโครลิตร  เติม Chloroform:Isoamyl alcohol (24:1) 500 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้
กนัแลว้ ป่ันแยกท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส เก็บส่วนใสดา้นบน
ปริมาตรประมาณ 400 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดบรรจุหลอดใหม่ เติม 0.6 เท่าของ Isopropanol พลิกกลบั
หลอดผสมกนัเบาๆ ป่ันแยกท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส เทส่วน
ใสทิ้ง ลา้งตะกอน DNA ดว้ย Ethanol (70%) 500 ไมโครลิตร ท าใหต้ะกอนแหง้ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลาประมาณ 30 นาที ละลายตะกอนดว้ย TE buffer (ภาคผนวก ก7) หรือ Milli-Q water 50 ไมโครลิตร  
ท าความสะอาด DNA 100 ไมโครลิตร ดว้ย RNase A solution (2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 3 ไมโครลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนัโดยกลบัหลอดข้ึนลง บ่มท่ี 37  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที  เติม Proteinase K solution 
(2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 1 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัโดยกลบัหลอดข้ึนลง บ่มท่ี 37  องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 20 นาที  เติม Chloroform:Isoamyl alcohol (24:1) 100 ไมโครลิตร  ป่ันแยกท่ีความเร็ว 12,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส เก็บส่วนใสดา้นบนใส่หลอดบรรจุใหม่ เติม 3M Sodium 
acetate (pH 5.2) 4 ไมโครลิตร และ Absolute ethanol (-20 องศาเซลเซียส) 150 ไมโครลิตร ต่อปริมาตร
ส่วนใสท่ีเก็บได ้ 30 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยกลบัหลอดข้ึนลงเบาๆ สังเกตการจบักลุ่มของ          
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เส้นตะกอนสีขาวในหลอดซ่ึงเป็นตะกอน DNA จากนั้นน าไปป่ันแยกท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 
นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส ลา้งและละลายตะกอนดว้ยวธีิการเช่นเดียวกบัท่ีระบุขา้งตน้ 
ตรวจสอบ DNA ดว้ย Agarose gel electrophoresis (Electrophoresis ใช ้0.8% Agarose (SeaKem® 
LE Agarose, Lonza Rockland, Inc.) ใชข้องเหลวท่ีมี DNA ปริมาณ 2ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดว้ย TE 
buffer ใหไ้ด ้10 ไมโครลิตร ผสมกบั Loading buffer (ภาคผนวก ก2) 2 ไมโครลิตร  บรรจุส่วนผสมลงใน
ช่อง (Well) ของ Agarose gel ในสารละลาย Tris-Borate buffer (TBE, ภาคผนวก ก9)  แยกช้ินของ DNA 
ตามขนาดดว้ยกระแสไฟฟ้าขนาด 100 โวลท ์ตรวจหาต าแหน่งของแถบ (band) DNA โดยยอ้ม Agarose gel 
ดว้ย Ethidium bromide (เขม้ขน้ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) เป็นเวลา 15 นาที  ตรวจดูการเรืองแสงของแถบ 
DNA ภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต ท่ีความยาวช่วงคล่ืน 295 นาโนเมตร ของ UV Transilluminator 
บนัทึกภาพผลท่ีได ้
2)  การเพิม่ปริมาณจีน (Gene) เป้าหมายและการแยก PCR product ให้บริสุทธ์ิ  
จีนเป้าหมายท่ีตอ้งการเพิ่มปริมาณคือ Ribosomal RNA gene เนน้ 18S 
Ribosomal RNA gene โดยใช ้Primers ท่ีจ  าเพาะตาม White et al. (1990), Gardes and Bruns (1993), 
Moncalvo et al. (2000a, 2000b), Vilgalys and Hester (1990)  และกระบวนการ Polymerase chain 
reaction (PCR)  โดยใช ้Primers NS1, NS3 และ SR2 (รูปท่ี 2.1 และตารางท่ี 2.1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่2.1 แผนผงัทิศทางของ Primers ส าหรับการเพิ่มปริมาณ DNA ของเช้ือราในส่วน 18S 
Ribosomal RNA gene โดยหวัลูกศรแสดงทิศทางท่ีปลาย 3’ 
ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Kwang and Kim (1999) และ Vilgalys and Hester (1990) 
  
NS3 
SR2 
18S rDNA 28S rDNA 5.8S 
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ตารางที ่2.1 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง PCR Primers ท่ีใชเ้พิ่มปริมาณ 18S Ribosomal RNA gene ของ
เช้ือรา 
 
Name Sequence (5’-3’) Target regiona Reference 
NS1 GTAGTCATATGCTTGTCTC SSU 20-38 White et al. 1990 
SR2 CGGCCATGCACCACC SSU 1277-1263 Vilgalys and Hester (1990) 
SR8R GAACCAGGACTTTTACCTT SSU 732-749 Vilgalys and Hester (1990) 
NS3 GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC SSU 637-617 White et al. (1990) 
NS4 CTTCCGTCAATTCCTTTAAG SSU 1150-1131 White et al. (1990) 
NS8 TCCGCAGGTTCACCTACGGA SSU 1788-1768 White et al. (1990) 
หมายเหตุ: a Saccharomyces cerevisiae numbering; SSU, Small-subunit ribosomal RNA gene 
 
เตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยา (Reaction mix) ปริมาตรสุดทา้ย 50 ไมโครลิตร ใน PCR tube
ประกอบดว้ย 10X PCR buffer (Invitrogen) 2.5 ไมโครลิตร  50mM MgCl2 2 ไมโครลิตร  2mM dNTPs 
(dATP, dCTP, dGTP และ dTTP) 0.5 ไมโครลิตร  10μM Forward primer 0.5 ไมโครลิตร  10μM Revers 
primer 0.5 ไมโครลิตร  Taq polymerase (0.75 unit, Invitrogen) 0.15 ไมโครลิตร และ Genomic DNA 
100 นาโนกรัม ปรับปริมาตรใหไ้ด ้ 50 ไมโครลิตร ดว้ย Milli Q water เพิ่มจ านวน DNA ในเคร่ือง 
Programmable DNA Thermal Cycler ท่ีอุณหภูมิและเวลา ดงัน้ี ขั้นตอนท่ี 1 อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 3 นาที จ านวน 1 รอบ  ขั้นตอนท่ี 2  อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที  Annealing ท่ี
อุณหภูมิเท่ากนัดว้ย PCR primers (NS1/SR2 และ NS3/SR2) คือท่ี 53 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1.30 นาที 
และ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที รวม 35 รอบ  เม่ือครบรอบสุดทา้ยตั้งอุณหภูมิไวท่ี้ 72 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที วิเคราะห์ผลิตผล (PCR products) ท่ีไดด้ว้ย Agarose gel electrophoresis (1% 
Agarose) ตามวธีิการเช่นเดียวกบัท่ีระบุขา้งตน้ 
3)  การหาล าดับนิวคลโีอไทด์ของ Ribosomal RNA gene 
หาล าดบันิวคลิโอไทด์ของ Ribosomal RNA gene เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอ-
ไทด์ท่ีไดก้บัล าดบันิวคลีโอไทด์ของเช้ือราท่ีมีอยูใ่นฐานขอ้มูล Nueleotide sequence database ของ 
GenBank หรือ National Center for Biotechnological Information (NCBI) ประเทศสหรัฐอเมริกา
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi  โดยใช ้ Blast version 2.2.9 program และตรวจสอบ
เพื่อให้ได ้Alignment ของ DNA sequence ท่ีเหมาะสมดว้ย BioEdit Program (North Carolina State 
University, U.S.A.) 
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การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Ribosomal RNA gene ของเช้ือรา Endophytes ชนิดเด่นท่ี
คัดเลือกด้วยการจ้างเหมาบริการวิเคราะห์ ณ ห้องปฏิบัติการ ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ                  
กรมวชิาการเกษตร จงัหวดัปทุมธานี  และ Macrogen Inc. (Seoul, Korea) 
2.2.2.2  การจัดเกบ็รักษาเช้ือพนัธ์ุเช้ือรา 
จดัเก็บรักษาเช้ือพนัธ์ุเช้ือรา (Culture collection) ดว้ยวธีิมาตรฐานของการเก็บเช้ือ
พนัธ์ุจุลินทรียใ์หมี้ชีวิตรอดไดน้าน โดยยงัมีความบริสุทธ์ิและไม่เปล่ียนแปลงลกัษณะทางพนัธุกรรม  
การเก็บรักษาเช้ือพนัธ์ุโดยเก็บรักษาดว้ย 2 วธีิ คือ เก็บในสภาพแหง้บนกระดาษกรองและการเก็บรักษาใน
กลีเซอรอล 10% ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เป็นวธีิการเก็บรักษาท่ีดี (Smith, 1988; Fong et al., 2000) 
ดงัน้ี  
1) การเกบ็รักษาเช้ือราในสภาพแห้งบนกระดาษกรอง 
เก็บรักษาเช้ือราในสภาพแห้งบนกระดาษกรองปลอดเช้ือ โดยตดักระดาษกรอง 
Whatman No.1 ให้เป็นช้ินขนาดประมาณ 2×0.5 เซนติเมตร บรรจุในจานเล้ียงเช้ือ หุ้มดว้ย Aluminum foil  
และเตรียม Microcentrifuge tube (1.5 มิลลิลิตร) ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ  เล้ียงเช้ือรา
อายุ 5-7 วนั บนอาหาร PDA ใช้เข็มเข่ียลนไฟฆ่าเช้ือ เข่ียช้ินวุน้ท่ีมีราเจริญวางตรงกลางจานอาหาร PDA 
จากนั้นใช ้ ปากคีบลนไฟฆ่าเช้ือคีบกระดาษกรองวางรอบๆ ช้ินวุน้ท่ีมีเช้ือเจริญอยู ่ประมาณ 8-10 ช้ิน บ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จนราสร้างเส้นใยคลุมช้ินกระดาษกรองและมีการสร้างกลุ่มสปอร์               
ใชป้ากคีบลนไฟฆ่าเช้ือลอกเฉพาะช้ินกระดาษกรองท่ีมีราปกคลุมไปวางในจาน ปิดฝาจาน น าไปวางไว้
ในโถดูดความช้ืน (Desiccator) ให้กระดาษกรองแห้งเป็นเวลาประมาณ 2 วนั แลว้ใชป้ากคีบท่ีฆ่าเช้ือแลว้
คีบกระดาษกรองใส่ลงใน Microcentrifuge tube เก็บท่ีอุณหภูมิ 12 องศาเซลเซียส ตรวจสอบการมีชีวิต
หลงัเก็บรักษาทุก 6 เดือน โดยใช้ปากคีบท่ีฆ่าเช้ือแลว้คีบกระดาษกรองยา้ยจาก Microcentrifuge tube ท่ี
เก็บรักษาไวไ้ปเล้ียงบน อาหาร PDA ในจานเล้ียงเช้ือ 
2) การเกบ็รักษาเช้ือราในกลีเซอรอล 10% ทีอุ่ณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
เตรียมกลีเซอรอล 10% น่ึงฆ่าเช้ือท่ีความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว (อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 20 นาที ใช ้Cork borer No.2 ลนไฟฆ่าเช้ือ เจาะเช้ือราท่ีเจริญบน PDA อาย ุ
7 วนั ยา้ยช้ินวุน้ท่ีเจาะแลว้ใส่ลงใน Cryotube ใส่กลีเซอรอล 10% จนทว่มช้ินวุน้ เก็บท่ีอุณหภูมิ -80    
องศาเซลเซียส ตรวจสอบการมีชีวติหลงัเก็บรักษาทุก 6 เดือน โดยน าหลอด Cryotube ท่ีเก็บรักษาไวอ้อก
จากตูแ้ช่แขง็ แช่ในน ้าอุ่น 37 องศาเซลเซียส แกวง่ใหน้ ้าแขง็ในหลอดละลายอยา่งรวดเร็ว ใชส้ าลีจุ่ม
แอลกอฮอล ์70% เช็ดหลอด เปิดฝาหลอด น าช้ินวุน้ออกมาวางบนกระดาษกรองปลอดเช้ือ แลว้วางบน
อาหาร PDA ในจานเล้ียงเช้ือ ตรวจดูการเจริญของเช้ือรา 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
19 
2.2.2.3  การทดลองผลติสารออกฤทธ์ิจากเช้ือรา 
ทดลองผลิตสารออกฤทธ์ิจากเช้ือรา ตามขั้นตอนดงัน้ี 
1) เล้ียงเช้ือราอาย ุ3-5 วนั บนอาหาร PDA ใช ้Cork borer No.2 ลนไฟฆ่าเช้ือ เจาะ
เช้ือราท่ีเจริญบน PDA ยา้ยช้ินวุน้ท่ีเจาะแลว้ 2 ช้ิน ใส่ลงในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว Malt extract broth 
(ภาคผนวก ข3 ) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาดบรรจุ 250 มิลลิลิตร จ านวนเช้ือละ       
4 ซ ้ า แบบ Batch culture ในตูบ้่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-5 สัปดาห์ โดยสังเกตจาก
ลกัษณะและความสามารถในการเจริญ เช้ือราบางสายพนัธ์ุมีความสามารถในการเจริญไดเ้ร็ว เม่ือเล้ียง
ในลกัษณะ Batch culture ไประยะเวลาหน่ึง อาหารเร่ิมหมดหรือมีการสะสมเมแทบอไลทม์ากข้ึน เซลล์
จะเร่ิมตาย ดงันั้นจึงควรเก็บเก่ียวผลผลิตเร็วกวา่เช้ือราบางสายพนัธ์ุท่ีเจริญไดช้า้ 
2) เก็บเก่ียวแยกส่วนเส้นใยและอาหารเหลวภายหลงัการเล้ียงเช้ือดว้ยการกรองและ
ป่ันแยกเซลลห์รือเส้นใยออกจากอาหาร 
3) เตรียมผงแห้งของเส้นใยและอาหารเหลวด้วยเทคนิคการท าแห้งเยือกแข็ง 
(Lyophilization)  น าสารผงแห้งของเส้นใยนั้นไปทดสอบสารออกฤทธ์ิตา้นเซลล์มะเร็ง โดยบดและชัง่
ตวัอยา่งท่ีบดแลว้ 5-25 กรัม ใส่ลงใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมตวัท าละลายเอทานอล 
(Ethanol) 95% ในปริมาตร 100 มิลลิลิตร (อตัราส่วนของ ตวัอยา่งต่อตวัท าละลายเท่ากบั 1 ต่อ 4) ลงใน
แต่ละ Flask น าไปเขา้เคร่ืองเขย่า ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 วนั กรองเอา
ส่วนของเหลวออกจากกาก ดว้ยผา้ขาวบาง และกรองซ ้ าดว้ยกระดาษกรอง Whatman No.1  น าสารสกดั
ท่ีได ้เขา้เคร่ืองระเหยตวัท าละลาย (Rotary evaporator, Büchi) เพื่อท าการแยกตวัท าละลายออก โดยใช้
อุณหภูมิการระเหย 45 องศาเซลเซียส แล้วจึงละลายด้วย Deionized water หรือ Dimethylsulphoxied 
(DMSO)   ส าหรับผงแหง้จากอาหารเล้ียงเช้ือ ละลายใน Deionized water หรือ DMSO ไดส้ารในรูปแบบ
ของสารสกดัหยาบ (Crude extract) เพื่อทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งในเบ้ืองตน้ 
2.2.3  การศึกษาความเป็นพษิของสารทีผ่ลติจากเช้ือราและจากพืชต่อเซลล์มะเร็ง 
ทดสอบความเป็นพิษของสารเล็กตินต่อเซลลม์ะเร็งท่ีเล้ียงไวใ้นหลอดทดลอง (in vitro) ดว้ย
วธีิ MTT colorimetric assay ตาม Mosmann (1983) และ Wilson (2000) ท่ีอาศยัปฏิกิริยาใน                         
ไมโตคอนเดรียรีดิวซ์สาร MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) ซ่ึง
เป็น Tetrazole ชนิดหน่ึงท่ีมีสีเหลือง เม่ือถูกรีดิวซ์เกิดเป็นสีม่วงของ Formazan ในไมโตคอนเดรียของ
เซลลส่ิ์งมีชีวติ  เติม Solubilization solution (ใช ้Dimethyl sulfoxide ในสารละลาย Hydrochloric acid) 
เพื่อละลายสารสีม่วงท่ีไม่ละลายท่ีเกิดข้ึน วดัค่าการดูดกลืนแสงของสีในสารละลายน้ีท่ีความยาวแสง 
500 และ 600 นาโนเมตร โดยใช ้Spectrophotometer  
เซลล์มะเร็งท่ีใช้ในการทดสอบเป็นเซลล์มะเร็งของคนท่ีพบได้ง่ายในประเทศไทย 2 ชนิด คือ 
เซลล์มะเร็งปากมดลูก (Human cervical carcinoma cell line, HeLa) และเซลล์มะเร็งเยื่อบุ ช่องปาก            
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(Human epidermoid carcinoma cell line, KB) จากเซลล์มะเร็ง 6 ชนิด ซ่ึงเป็นเซลล์จากมะเร็งท่ีพบมากและ
ก าลังเป็นปัญหาต่อการรักษาผู ้ป่วยในประเทศไทย คือ (1) มะเร็งเยื่อบุช่องปาก (Human epidermoid 
carcinoma, KB)  (2) มะเร็งเต้านม  (Human breast adenocarcinoma, MCF-7)  (3) มะเร็งปอด  (Human lung 
carcinoma, A549)  (4) มะเร็งตับ (Human hepatocellular carcinoma, Hep-G2)  (5) มะเร็งปากมดลูก (Human 
cervical carcinoma, HeLa)  และ (6) มะเร็งล าไส้  (Human colon carcinoma, HT-29)  พร้อมทั้ งเซลล์ปกติ 1 
ชนิด คือ เซลล์ไตของลิง (African green monkey kidney epithelial cell line, Vero) แทนเซลล์ปกติของคน 
(Normal human fibroblast cell)  โดยเล้ียงเซลล์ท่ีผา่นการ Trypsinized แลว้ต่อใน Microtiter plate (130×85×15 
มิลลิเมตร) ท่ีประกอบดว้ย 8×12 wells ลกัษณะ Flat bottom ในตูค้าร์บอนไดออกไซด์ (5% CO2) ท่ี 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ในแต่ละหลุม (well) ของ Microtiter plate มีความหนาแน่นของเซลล์ประมาณ 
3,000 เซลล์ ต่อ 90 ไมโครลิตรต่อหลุม ปิเปตสารสกัดท่ีเจือจางเป็นล าดับแบบ Ten-fold ด้วย Phosphate 
buffer saline (PBS pH 7.4; ภาคผนวก ก8) สารสกดัละ 10 ไมโครลิตร ลงในหลุมของ Microtiter plate ท่ีเล้ียง
เซลล์ไว ้ท าการทดลองหกซ ้ า บ่มในตูท่ี้มี 5% CO2 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ถ่าย
อาหารท่ีใช้ เล้ียงเซลล์ออก เติมสารละลาย MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide) (5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม น าไปบ่มในตู ้5% CO2 ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นดูดสารละลาย MTT ออก แลว้เติมสารละลาย DMSO (Dimethyl 
sulfoxide) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม ก่อนน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 550 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง 
Microtiter plate reader ชุดควบคุมท่ีไม่มีสารสกัดใช้เป็น Negative control และชุดควบคุมท่ีมี Adriamycin 
100 ไมโครโมลาร์ เป็น Positive control  โดยค่า IC50 (50% Inhibition concentration) คือ ค่าความเขม้ขน้ของ
สารท่ีใชท้ดสอบท่ีสามารถท าลายเซลล์มะเร็งไดค้ร่ึงหน่ึงเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม ซ่ึงค่า IC50 มาตรฐานของ
สารสกัดหยาบท่ีสามารถท าลาย/ยบัย ั้ งการเพิ่มจ านวนเซลล์มะเร็งต้องมีค่าน้อยกว่าหรือเท่ากับ 30 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และค่า IC50 มาตรฐานของสารบริสุทธ์ิท่ีสามารถยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนเซลล์มะเร็ง
ตอ้งมีค่านอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
2.2.4  สรุปผลการวจัิย 
สรุปผลการวิจยัทั้งเช้ือรา Endophytes  พืชอาศยั และผลของสารสกดัท่ีไดจ้ากเช้ือราและพืชท่ี
แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งและท่ีเป็นพิษและไม่เป็นพิษกับเซลล์ปกติของคน และเผยแพร่
ผลงานวจิยัเบ้ืองตน้น้ีในวงการวชิาการและประชาชนผูใ้ชป้ระโยชน์  
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บทที่ 3 
ผลและอภิปรายผลการวจิัย 
การด าเนินงานของโครงการวจิยั เช้ือราท่ีอยูใ่นพืชป่าและความเป็นพิษของสารจากเช้ือราและ
พืชต่อเซลลม์ะเร็ง ไดผ้ลดงัน้ี 
3.1  การวจิยัในส่วนของพืชป่า 
3.1.1  การรวบรวมตัวอย่างพืชป่าเป้าหมาย 
จากแผนการด าเนินงานตอ้งการตวัอย่างพืชป่าเป้าหมาย 2 ชนิด จากพืช 4 กลุ่มหลกั ท่ีได้
ส ารวจพื้นท่ีจงัหวดันครราชสีมาและจงัหวดัใกลเ้คียงในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทยท่ีมี
การเจริญของพืชป่าในเบ้ืองตน้  พืชเหล่าน้ีพบการเจริญทั้งในและนอกเขตป่าสงวน ช่วงเวลาของการ
ด าเนินการวิจยั รวบรวมพืชได ้4 ชนิด คือ วา่นขนัหมาก (พืชวงศ ์Araceae) เครือส่ีเหล่ียม (พืชประเภท
ไมเ้ถา) ขนัทองพยาบาท (พืชในวงศ ์Euphorbiaceae) และถ่อนหรือทิ้งถ่อน (พืชในวงศ ์Leguminosae) 
ตามระยะการเจริญ ณ ช่วงนั้น และด าเนินการวิเคราะห์ชนิดของพืชตามลกัษณะทางสัณฐานดงัระบุใน
ขั้นตอนต่อไป เพื่อเลือกพืช 2 ชนิด ศึกษาเช้ือรา Endophytes และความเขม้ขน้ของสารจากเช้ือราและพืช
ต่อเซลลม์ะเร็ง 
3.1.2  การวเิคราะห์ชนิดของพืชในเบ้ืองต้นตามลกัษณะทางสัณฐาน 
วิเคราะห์ชนิดของตัวอย่างพืชท่ีเก็บได้ในเบ้ืองต้นตามลักษณะทางสัณฐาน จากการ
เปรียบเทียบกบัเอกสารอา้งอิงโดยเฉพาะอยา่งยิง่ พนัธ์ุไมป่้าเมืองไทย (เตม็ สมิตินนัทน์, 2518) สมุนไพร 
ไมพ้ื้นบา้น (นันทวนั บุณยะประภศัร และ อรนุช โชคชัยเจริญพรม, 2541) และฐานขอ้มูลพรรณไม้ 
องค์การสวนพฤกษศาสตร์ กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและส่ิงแวดลอ้ม ประเทศไทย  และขอความ
อนุเคราะห์ตรวจวินิจฉัยช่ือพืชป่าท่ีศึกษาจากผูเ้ช่ียวชาญ คือ ศาสตราจารย ์ดร.ประนอม จนัทรโณทยั 
ภาควชิาชีววทิยา คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น ไดผ้ลการศึกษาดงัน้ี 
1)  ตัวอย่างว่านขันหมาก 
พืชในวงศ ์Araceae ชนิดท่ีอยูใ่นความสนใจเป็นพืชท่ีพบการเจริญเด่นในป่าเบญจพรรณ 
พื้นท่ีจงัหวดันครราชสีมา ท่ีชาวบา้นเรียกวา่ วา่นขนัหมาก มีการบริโภคผลสุกกนัอยา่งกวา้งขวางดว้ย
ความเช่ือวา่รักษาโรคไดค้รอบจกัรวาล แต่ขาดขอ้มูลทางวิชาการ ตวัอยา่งพืชท่ีเก็บรวบรวมไดมี้ 2 ขนาด
ของตน้ท่ีเจริญเตม็วยั (ตารางท่ี 3.1) คือ 
ก. พืชท่ีมีขนาดตน้เล็ก มีความสูงโดยเฉล่ีย 45 เซนติเมตร เส้นผา่ศูนยก์ลางของล าตน้
ประมาณ 1 เซนติเมตร (รูปท่ี 3.1 และ 3.2) 
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ข. พืชท่ีมีขนาดตน้ใหญ่ มีความสูงโดยเฉล่ีย 60-120 เซนติเมตร เส้นผา่ศูนยก์ลางของ       
ล าตน้ 1-2 เซนติเมตร (รูปท่ี 3.3 และ 3.4) 
วา่นขนัหมากทั้งพืชตน้เล็กและตน้ใหญ่ท่ีพบเป็นพืชดอกมีช่ือวทิยาศาสตร์วา่ Aglaonema simplex 
(Blume) Blume  ช่ือพอ้ง Aglaonema tenuipes Engl. ขอ้มูลจากกรมป่าไม ้ระบุช่ือทัว่ไปวา่ พรหมตีนสูง เป็น
ไมล้ม้ลุก ล าต้นตั้งตรง สูง 35-40 เซนติเมตร กวา้ง 1-1.5 เซนติเมตร ใบเด่ียว รูปไข่หรือรูปไข่แกมรูปรี กวา้ง 
5-7 เซนติเมตร ยาว 15-20 เซนติเมตร ปลายใบแหลม โคนใบแหลม กลม หรือเป็นรูปหวัใจ เส้นใบมองเห็น
ไดช้ดัเจน กา้นใบกลม ยาว 5-10 เซนติเมตร โคนกา้นใบแผแ่บน โอบหุม้ล าตน้ไว ้ดอกออกเป็นช่อ ท่ียอด 
หรือออกดา้นขา้ง มีกาบหุม้ช่อดอกรูปขอบขนาน ปลายแหลม ยาว 3.5-5.5 เซนติเมตร ประกอบดว้ยจุดเล็กๆ
สีขาว ช่อดอกลกัษณะเป็นแท่งกลมยาว ยาวประมาณ 3.5 เซนติเมตร แบ่งเป็น 3 ส่วน ส่วนบนประกอบดว้ย
ดอกเพศผู ้ ตรงกลางเป็นดอกเพศผูไ้ม่สมบูรณ์ ส่วนล่างสุดเป็นดอกเพศเมีย จ านวนดอกเพศเมียมีนอ้ยกวา่
ดอกเพศผู ้ผลรูปขอบขนาน ปลายแหลม กวา้ง 7-10 มิลลิเมตร ยาว 12-18 มิลลิเมตร  
ไดเ้ก็บตวัอยา่งพืชท่ีมีขนาดตน้เล็กจ านวน 4 ซ ้ า และตน้ใหญ่จ านวน 3 ซ ้ า (ตารางท่ี 3.1) เพื่อ
เลือกศึกษาเช้ือรา Endophytes และความเป็นพิษของสารจากเช้ือราและจากพืชต่อเซลลม์ะเร็งของคน 
2)  ตัวอย่างเครือส่ีเหลี่ยม 
พืชประเภทไมเ้ถาชนิดท่ีชาวบา้นเรียกวา่ เครือส่ีเหล่ียม (รูปท่ี 3.5) พบไดท้ัว่ไปในป่า
เบญจพรรณแถบจงัหวดันครราชสีมาและบุรีรัมย  ์  ไดเ้ก็บตวัอยา่งเถา (ล าตน้) กา้นใบ และใบของเครือ
ส่ีเหล่ียมท่ีพบในจงัหวดันครราชสีมาหน่ึงพื้นท่ี ยงัไม่สามารถระบุชนิดไดเ้น่ืองจากพบเฉพาะระยะเป็น
ใบและล าตน้ (เถา) ซ่ึงเถามีลกัษณะเป็นส่ีเหล่ียม เส้นผา่ศูนยก์ลาง 0.3-0.5 เซนติเมตร ใบเด่ียวออกตรง
ขา้มเป็นคู่ กวา้งประมาณ 4-5 เซนติเมตร ยาวประมาณ 10-12 เซนติเมตร 
‘เครือส่ีเหล่ียม’ ท่ีเป็นช่ือทอ้งถ่ินของพืชท่ีพบในประเทศไทยก็มีรายงาน แต่มีลกัษณะทาง
สัณฐานของพืชแตกต่างจากลกัษณะของตวัอยา่งพืชท่ีทางโครงการไดเ้ก็บมาศึกษา โดยลกัษณะของพืช
ตามระบุในหนงัสือสมุนไพรมีช่ือทัว่ไปวา่ เครือโงบ 
ช่ือวทิยาศาสตร์ Uncaria homomalla Miq. จดัอยูใ่นวงศเ์ขม็ (Rubiaceae) ช่ือทอ้งถ่ิน เขาควาย
ไม่วอ้ง เขาควายไม่หลูบ (ล าปาง)  พญาทา้วเอว (สุโขทยั)  โงบ  อีโงบ (ประจวบคีรีขนัธ์)  เกียวโซ ้
(ปัตตานี)  ยอน ้า  อีโงบ (ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ)  เครือส่ีเหล่ียม  งบ เป็นตน้  ล าต้นจดัเป็นไมเ้ถา    
ขนาดกลาง มีรูระบายอากาศตามก่ิงอ่อน ใบเป็นใบเด่ียว ออกตรงขา้มเป็นคู่สลบักนั รูปรีกวา้ง รูปไข่ หรือ
รูปไข่แกมใบหอก ปลายใบแหลม โคนใบมน ใบมีขนาดกวา้ง 5-7 เซนติเมตร และยาว 8-11 เซนติเมตร 
หลงัใบเป็นสีเขียวเขม้เหลือบมนั ส่วนทอ้งใบเป็นสีขาวมีขนนุ่มแน่น เส้นใบมี 6-8 คู่ หูใบมีลกัษณะแผ่
มน มกัพบรยางคท่ี์มีลกัษณะคลา้ยงอออกเป็นคู่ตามขอ้ ดอกออกเป็นช่อกลมแน่น โดยจะออกตาม      
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ซอกใบ ดอกยอ่ยมีสีขาวนวลหรืออ่อน ดอกยอ่ยมีลกัษณะเป็นหลอดยาว ส่วนปลายแยกเป็น 5 กลีบ       
ผลเป็นกระจุกแน่น ลกัษณะของผลเป็นรูปทรงกลม มีขนาด 4 เซนติเมตร 
 
ตารางที ่3.1 ตวัอยา่งวา่นขนัหมากท่ีแยกเก็บตามส่วนของพืชเพื่อศึกษาจ านวน 42 ตวัอยา่ง 
 
ล าดับที ่ รหัส ส่วนของพืช ล าดับที ่ รหัส ส่วนของพืช 
  ต้นเลก็ 1   ต้นเลก็ 4 (ต่อ) 
1 SV1L1 ใบ ตน้เล็ก 1 22 SV4S1 ล าตน้ ตน้เล็ก 4 
2 SV1F1 ผล ตน้เล็ก 1 23 SV4S1 ล าตน้ ตน้เล็ก 4 
3 SV1F1 ผล ตน้เล็ก 1 24 SV4R1 ราก ตน้เล็ก 4 
4 SV1S1 ล าตน้ ตน้เล็ก 1 25 SV4R1 ราก ตน้เล็ก 4 
5 SV1S1 ล าตน้ ตน้เล็ก 1   ต้นใหญ่ 1 
6 SV1R1 ราก ตน้เล็ก 1 26 LV1L1 ใบ ตน้ใหญ่ 1 
  ต้นเลก็ 2 27 LV1F1 ผล ตน้ใหญ่ 1 
7 SV2L1 ใบ ตน้เล็ก 2 28 LV1S1 ล าตน้ ตน้ใหญ่ 1 
8 SV2L1 ใบ ตน้เล็ก 2 29 LV1S2 ล าตน้ ตน้ใหญ่ 1 
9 SV2S1 ล าตน้ ตน้เล็ก 2 30 LV1R1 ราก ตน้ใหญ่ 1 
10 SV2S1 ล าตน้ ตน้เล็ก 2   ต้นใหญ่ 2 
11 SV2R1 ราก ตน้เล็ก 2 31 LV2L1 ใบ ตน้ใหญ่ 2 
  ต้นเลก็ 3 32 LV2F1 ผล ตน้ใหญ่ 2 
12 SV3L1 ใบ ตน้เล็ก 3 33 LV2S1 ล าตน้ ตน้ใหญ่ 2 
13 SV3L1 ใบ ตน้เล็ก 3 34 LV2S2 ล าตน้ ตน้ใหญ่ 2 
14 SV3F1 ผล ตน้เล็ก 3 35 LV2S3 ล าตน้ ตน้ใหญ่ 2 
15 SV3F1 ผล ตน้เล็ก 3 36 LV2R1 ราก ตน้ใหญ่ 2 
16 SV3S1 ล าตน้ ตน้เล็ก 3 37 LV2R2 ราก ตน้ใหญ่ 2 
17 SV3S1 ล าตน้ ตน้เล็ก 3   ต้นใหญ่ 3 
18 SV3R1 ราก ตน้เล็ก 3 38 LV3L1 ใบ ตน้ใหญ่ 3 
  ต้นเลก็ 4 39 LV3F1 ผล ตน้ใหญ่ 3 
19 SV4L1 ใบ ตน้เล็ก 4 40 LV3S1 ตน้ ตน้ใหญ่ 3 
20 SV4L1 ใบ ตน้เล็ก 4 41 LV3R1 ราก ตน้ใหญ่ 3 
21 SV4F1 ผล ตน้เล็ก 4 42 LV3R2 ราก ตน้ใหญ่ 3 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
24 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่3.1 ลกัษณะทางสัณฐานของพืชป่าในวงศ ์Araceae ชนิดท่ีมีช่ือทัว่ไปวา่ วา่นขนัหมาก ตวัอยา่ง
ท่ีมีขนาดตน้เล็ก เจริญในพื้นท่ีธรรมชาติ จงัหวดันครราชสีมา เก็บตวัอยา่งจ านวน 4 ซ ้ า 
(SV1-SV4)  พร้อมราก 2 ตวัอยา่ง (SV1R1 และ SV2R1)  
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รูปที ่3.2 ลกัษณะทางสัณฐานของผลวา่นขนัหมาก ตวัอยา่งท่ีมีขนาดตน้เล็กจ านวน 3 ตวัอยา่ง (SV1F1, 
SV3F1 และ SV4F1)  
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รูปที ่3.3 ลกัษณะทางสัณฐานของพืชป่าในวงศ ์Araceae ชนิดท่ีมีช่ือทัว่ไปวา่ วา่นขนัหมาก ตวัอยา่ง
ท่ีมีขนาดตน้ใหญ่ 3 ตวัอยา่ง (LV1-LV3)  เก็บจากท่ีมีการเจริญของพืชในพื้นท่ีธรรมชาติ 
จงัหวดันครราชสีมา  
  
LV1 LV1 
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รูปที ่3.4 ลกัษณะทางสัณฐานของรากและผลวา่นขนัหมาก ตวัอยา่งท่ีมีขนาดตน้ใหญ่ 3 และ 2 
ตวัอยา่ง ตามล าดบั  เก็บจากท่ีมีการเจริญของพืชในพื้นท่ีธรรมชาติ จงัหวดันครราชสีมา  
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รูปที ่3.5 ลกัษณะทางสัณฐานของพืชป่าท่ีเป็นไมเ้ถาชนิดท่ีมีช่ือทัว่ไปวา่ เครือส่ีเหล่ียม 2 ตวัอยา่งท่ีเก็บ
จากท่ีมีการเจริญของพืชในพื้นท่ีธรรมชาติ จงัหวดันครราชสีมา (A) และจงัหวดับุรีรัมย ์ (B) 
ตามล าดบั 
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3)  ตัวอย่างขันทองพยาบาท 
ตวัอยา่งพืชในวงศ ์ Euphorbiaceae ชนิดท่ีมีช่ือเรียกทัว่ไปวา่ ขันทองพยาบาท พบทั้งท่ีเป็น
ไมพุ้ม่ขนาดใหญ่และไมย้นืตน้ขนาดยอ่ม มีรายงานวา่เปลือกตน้มีรสเบ่ือเมา มีสรรพคุณแกโ้รคมะเร็ง 
เร้ือน คุดทะราด กลากและเกล้ือน ท าใหฟั้นทน รักษาโรคตบัพิการ แกป้ระดง แกพ้ิษในกระดูก แกโ้รค
ผวิหนงั ฆ่าพยาธิ   ส่วนเน้ือไมมี้รสเบ่ือเมา มีสรรพคุณแกล้มพิษ แกไ้ข ้แกก้ามโรค (เกียรติ สัจจลกัษณ์, 
2541) Khuntong and Sudprasert (2008) ระบุวา่พบขนัทองพยาบาทเจริญอยูใ่นป่าฝนเขตร้อนแถบภาค
กลาง ภาคตะวนัออก และภาคใตข้องประเทศไทย เก็บจากพื้นท่ีธรรมชาติในจงัหวดันครราชสีมาจ านวน 
3 ตวัอยา่ง (รูปท่ี 3.6) 
ตามขอ้มูลจากกรมป่าไม ้ ขนัทองพยาบาทมีช่ือวทิยาศาสตร์วา่ Suregada multiflora (A.Juss.) 
Baill. ช่ือพอ้ง Gelonium multiflorum และช่ือทอ้งถ่ิน คือ กระดูก ยายปลวก (ภาคใต)้ ขนุนดง (เพชรบูรณ์) 
ขอบนางนัง่ (ตรัง) ขณัฑสกร ชอ้งร าพนั สลอดน ้า (จนัทบุรี) ขนัทอง (พิจิตร) มะดูก หมากดูก (ภาคกลาง) 
ขา้วตาก ขนุทอง คุณทอง (ประจวบคีรีขนัธ์) โจ่ง (สุรินทร์) ดูกไทร ดูกไม ้ เหมือดโลด (เลย) ดูกหิน 
(สระบุรี) ดูกไหล เป็นไมพุ้ม่หรือไมต้น้ขนาดเล็ก สูง 8-10 เมตร ไม่ผลดัใบ เปลือกตน้สีน ้าตาล ไม่มีน ้า
ยาง ใบเด่ียว เรียงสลบั กา้นใบสั้น รูปขอบขนานหรือรูปขอบขนานแกมรูปรียาว 3-5 มิลลิเมตร ขอบใบ
เรียบ ปลายใบแหลมหรือมน ฐานใบสอบหรือเบ้ียว ผวิใบเกล้ียง หูใบกวา้ง 6-8 เซนติเมตร ยาว 10-13 
เซนติเมตร  มีช่อดอกสั้นเป็นกระจุกแน่น ดอกไม่สมบูรณ์เพศ เป็นแบบแยกเพศต่างตน้ ดอกเพศผูมี้กลีบ
เล้ียง 5 กลีบ กวา้ง 2-3 มิลลิเมตร ยาวประมาณ 3 มิลลิเมตรไม่มีกลีบดอก เกสรเพศผูจ้  านวนมาก ดอกเพศ
เมียมีกลีบเล้ียง 5-6 กลีบ แยก 2 แฉก  รังไข่ 3 ช่อง เหนือวงกลีบดอก ยอดเกสรเพศเมีย มีผลกลมเกล้ียง
เป็น 3 พู เส้นผา่ศูนยก์ลาง 2-3 เซนติเมตร เม่ือแก่มีสีเหลือง เมล็ดกลม เส้นผา่ศูนยก์ลาง 6-8 มิลลิเมตร 
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รูปที ่3.6 ลกัษณะทางสัณฐานของพืชป่าในวงศ ์Euphorbiaceae ชนิดท่ีมีช่ือทัว่ไปวา่ ขนัทองพยาบาท 
ตวัอยา่งท่ี 1 (A-D) ตวัอยา่งท่ี 2 (E และ F) และตวัอยา่งท่ี 3 (G-I) ท่ีเจริญในพื้นท่ีธรรมชาติ 
จงัหวดันครราชสีมา  
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รูปที ่3.6 (ต่อ) ลกัษณะทางสัณฐานของพืชป่าในวงศ ์Euphorbiaceae ชนิดท่ีมีช่ือทัว่ไปวา่ ขนัทองพยาบาท 
ตวัอย่างท่ี 1 (A-D) ตวัอย่างท่ี 2 (E และ F) และตวัอย่างท่ี 3 (G-I) ท่ีเจริญในพื้นท่ีธรรมชาติ 
จงัหวดันครราชสีมา 
 
4)  ตัวอย่างถ่อน หรือ ทิง้ถ่อน 
พืชในวงศ ์Leguminosae เป็นไมย้นืตน้ สูงถึง 10-20 เมตร มีช่ือทัว่ไปวา่ถ่อนหรือทิ้งถ่อน
พบเจริญในพื้นท่ีธรรมชาติในจงัหวดันครราชสีมา มีทั้งตน้ขนาดใหญ่โตเตม็วยัและขนาดเล็กท่ีก าลงั
เจริญ (รูปท่ี 3.7) ก่ิงอ่อนมีขนปกคลุมเล็กนอ้ย ต้นแก่สีเทา-น ้าตาล เปลือกมีรอยด่างสีน ้าตาลกระจาย มีช่ือ
วทิยาศาสตร์วา่ Albizia procera (Roxb.) Benth.  ใบประกอบแบบขนนก 2 ชั้น เรียงตวัแบบสลบั กา้นใบ
รวม ยาว 10-12 เซนติเมตร ใบยอ่ย จ านวน 10-12 คู่ ใบยอ่ยรูปไข่กลบักวา้ง 7-10 มิลลิเมตร ยาว 2-3 
มิลลิเมตร สีเขียวแกมเหลือง ฐานใบมนหรือเฉียง ปลายใบมนหรือเวา้เขา้เล็กนอ้ย ผวิหลงัใบเรียบ ทอ้ง
ใบมีขนสั้นๆ ปกคลุม ขอบใบเรียบ ช่อดอกกระจุกแน่นทรงกลม เกิดท่ีซอกใบใกล้ๆ  ปลายก่ิงหรือปลาย
ก่ิง ดอกแต่ละช่อมีดอกยอ่ยจ านวน 15-25 ดอก ดอกสมบูรณ์เพศขนาดเล็กไม่มีกา้นดอกยอ่ยหรือมีสั้น
มาก กวา้ง 3-7 มิลลิเมตร ยาว 2-3 มิลลิเมตร ดอกเพศผูเ้ป็นรูปถว้ยสีเขียวสวา่งยาว 3-5 มิลลิเมตร ดอกเพศ
เมียเป็นรูปถว้ยสีเขียวยาว 8-10 มิลลิเมตร เกสรตวัผูมี้จ  านวนมากสีขาวยาว 3-5 เซนติเมตร รังไข่เหนือวง
กลีบดอกมี 1 ช่อง ผลเป็นฝักแบนสีน ้าตาลไม่มีขนกวา้ง 2-3 เซนติเมตร ยาว 8-12 เซนติเมตร เมลด็ แบน 
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รูปรี กวา้ง 6 มิลลิเมตร ยาว 8 มิลลิเมตร (รูปท่ี 3.7) มีรายงานการตรวจหาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพใน
ขั้นตน้จากพืชของอินเดียชนิดเดียวกบัถ่อนพบวา่มีฤทธ์ิตา้นมะเร็ง (Bhakuni et al., 1971) ส่วนสรรพคุณ
ซ่ึงเป็นขอ้มูลของประเทศไทยระบุวา่ รากและแก่น แกเ้จ็บเอว แกเ้จบ็หลงั แกเ้ส้นตึง แกท้อ้งอืด และ
เปลือกตน้ท าให้เจริญอาหาร แกธ้าตุพิการ (นนัทวนั บุณยะประภศัร และ อรนุช โชคชยัเจริญพร, 2541) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่3.7 ลกัษณะทางสัณฐานของพืชป่าในวงศ ์Leguminosae ชนิดท่ีมีช่ือทัว่ไปวา่ ถ่อนหรือทิ้งถ่อน  
ตวัอยา่งจากตน้ท่ีมีขนาดใหญ่และขนาดเล็ก (ยงัเจริญไม่เตม็วยั) ท่ีเจริญตามธรรมชาติใน
พื้นท่ีจงัหวดันครราชสีมา  
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3.1.3  การทดลองสกดัสารจากพืชเพ่ือทดสอบฤทธ์ิของสารต่อเซลล์มะเร็ง 
ตวัอยา่งพืชท่ีน ามาศึกษาจากแผนท่ีวางไวมี้ 2 ชนิด แต่ไดเ้ก็บตวัอยา่งพืชป่ามา 4 ชนิด คือ 
วา่นขนัหมาก (Aglaonema simplex (Blume) Blume หรือ Aglaonema tenuipes Engl.)  เครือส่ีเหล่ียม (ยงั
ไม่สามารถระบุชนิดจ าเป็นตอ้งติดตามการเจริญ)  ขนัทองพยาบาท (Suregada multiflora (A.Juss.) 
Baill.) และ ถ่อน (Albizia procera (Roxb.) Benth.)  โดยสกดัสารจากส่วนของพืชตามท่ีจดัหาไดใ้น
ช่วงเวลาของการศึกษา ไดแ้ก่ ใบ ล าตน้หรือเปลือก ผล และราก ดว้ยตวัท าละลายอินทรียท่ี์มีความมี        
ขั้วนอ้ยและมากข้ึนเป็นล าดบั 3 ชนิด คือ เฮกเซน (Hexane) คลอโรฟอร์ม (Chloroform)  และเมทานอล 
(Methanol)  กรองแยกเอากากออกและระเหยสารสกดัดงักล่าวดว้ยเคร่ืองระเหยสารแบบหมุน (Rotary 
evaporator) เพื่อแยกตวัท าละลายออกแลว้จึงละลายในน ้าหรือ Dimethylsulphoxide (DMSO) ใหไ้ด ้   
สารสกดัหยาบ  
ไดเ้ลือกสกดัสารจากวา่นขนัหมากพืชตน้เล็ก 1 ตวัอยา่ง และพืชตน้ใหญ่ 1 ตวัอยา่ง แต่ละตวัอยา่ง
พืชมีส่วนของ ใบ ล าตน้ (ไม่มีส่วนเปลือกท่ีแยกออกจากล าตน้) ผล และราก พบวา่สารสกดัหยาบจากใบ
และผลวา่นขนัหมากตน้เล็กท่ีสกดัดว้ย Hexane และ Methanol มีผลผลิต (Yield) สูงสุด คือ 7.499 และ 
7.587% ตามล าดบั สารสกดัหยาบจากใบ ผล ตน้ และรากวา่นขนัหมากตน้เล็กท่ีสกดัดว้ย Methanol ได ้
Yield เท่ากบั 4.064, 7.587, 1.446 และ 0.717% ตามล าดบั (ตารางท่ี 3.2) วา่นขนัหมากตน้ใหญ่พบสารสกดั
จากใบ ผล ตน้ และราก ท่ีสกดัดว้ย Methanol มีปริมาณสารสกดัหยาบสูงสุดท่ี 1.925,  3.700, 3.633 และ 
2.178% ตามล าดบั 
เม่ือสกดัสารจากเถา (ล าตน้) กา้นใบ และใบของเครือส่ีเหล่ียมพบวา่ปริมาณสารสกดัหยาบท่ี
สกดัดว้ย Methanol ท่ีมีความเป็นขั้วสูงสุดใหผ้ลผลิต (Yield เท่ากบั 4.460, 2.387 และ 6.990% 
ตามล าดบั) สูงกวา่ตวัท าละลาย Hexane (Yield เท่ากบั 0.580, 0.772 และ 2.844% ตามล าดบั) และ 
Chloroform (Yield เท่ากบั 0.320, 0.704 และ 2.819% ตามล าดบั) (ตารางท่ี 3.3) 
สารสกดัหยาบจากใบและเปลือกของล าต้นขนัทองพยาบาท (ทางโครงการมิได้ตดัตน้พืช) 
พบว่าสารท่ีมีปริมาณมากได้จากใบ ปริมาณสารสกดัหยาบท่ีสกดัด้วย Methanol ได้ผลผลิต (Yield) 
สูงสุด คือ 6.273%  ส่วนการสกดัดว้ย Hexane และ Chloroform ซ่ึงมีความเป็นขั้วต ่ากว่า Methanol ได ้
Yield เท่ากบั 2.953 และ 2.646% ตามล าดบั  
ส าหรับพืชป่าท่ีมีช่ืววา่ “ถ่อน” ไม่ไดท้ดลองสกดัตวัอยา่งพืชท่ีเก็บมาเน่ืองจากเป็นตวัอยา่งท่ีเก็บ
มามากกวา่แผนการด าเนินงาน เพื่อเลือกชนิดของพืช 
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ตารางที่ 3.2 ปริมาณของสารสกดัหยาบท่ีไดจ้ากการสกดัสารจากใบ ตน้ ราก และผลของวา่นขนัหมาก
ท่ีมีขนาดล าตน้ใหญ่และเล็ก ท่ีพบการเจริญในพื้นท่ีจงัหวดันครราชสีมา 
 
ส่วนของว่าน
ขันหมาก 
น า้หนัก
แห้ง  
(กรัม) 
น า้หนักของผงสารสกดั (กรัม) และ Yield (%) จากตวัท าละลาย 
Hexane Chloroform Methanol  
Crude extract Yield Crude extract Yield Crude extract Yield 
พืชต้นเลก็ 1        
ใบ 500 37.493 7.499 4.928 0.986 20.319 4.064 
ตน้ 500 0.465 0.093 0.202 0.040 7.228 1.446 
ราก 500 1.035 0.207 0.096 0.019 3.586 0.717 
ผล  500 2.278 0.456 1.467 0.293 37.933 7.587 
พืชต้นใหญ่ 1        
ใบ 500 2.188 0.438 2.000 0.400 9.625 1.925 
ตน้ 500 0.020 0.004 0.046 0.009 18.163 3.633 
ราก 500 0.108 0.022 0.104 0.021 10.892 2.178 
ผล  500 2.444 0.489 4.667 0.933 18.500 3.700 
 
 
ตารางที่ 3.3 ปริมาณของสารสกดัหยาบท่ีไดจ้ากการสกดัจากเถา (ตน้) กา้นใบ และใบของเครือส่ีเหล่ียม 
ท่ีพบการเจริญในพื้นท่ีจงัหวดันครราชสีมา 
 
ส่วนของ
เครือ
ส่ีเหลีย่ม 
น า้หนัก
แห้ง 
(กรัม) 
น า้หนักของผงสารสกดั (กรัม) และ Yield (%) จากตวัท าละลาย 
Hexane Chloroform Methanol 
Crude extract Yield Crude extract Yield Crude extract Yield 
เถา (ตน้) 55 0.319 0.580 0.176 0.320 2.455 4.460 
กา้นใบ  750 5.787 0.772 5.279 0.704 17.903 2.387 
ใบ  780 22.187 2.844 21.993 2.819 54.523 6.990 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
35 
 
ตารางที่ 3.4 ปริมาณของสารสกดัหยาบท่ีไดจ้ากการสกดัใบและเปลือกของขนัทองพยาบาทท่ีพบใน
พื้นท่ีธรรมชาติ จงัหวดันครราชสีมา 
 
ส่วนของ 
ขันทอง-
พยาบาท 
น า้หนัก
แห้ง 
(กรัม) 
น า้หนักของผงสารสกดั (กรัม) และ Yield (%) จากตวัท าละลาย 
Hexane Chloroform Methanol 
Crude extract Yield Crude extract Yield Crude extract Yield 
ใบ  550 16.240 2.953 14.554 2.646 34.504 6.273 
เปลือก 750 4.890 0.652 2.24 0.299 12.340 1.645 
 
3.2  การวจิัยในส่วนของเช้ือราทีอ่ยู่ในพืชป่า 
3.2.1  การแยก เพาะเลีย้ง และจัดจ าแนกชนิดของเช้ือรา 
ทดลองแยกเช้ือราบริสุทธ์ิท่ีอยูใ่นส่วนใบ ล าตน้ ผล และรากของพืชป่าท่ีไม่เป็นโรคหรือ
แมลงท าลาย เลือกพืชมาศึกษา 3 ชนิด จากแผนท่ีระบุไว ้2 ชนิด และวเิคราะห์ชนิดและสายพนัธ์ุของเช้ือ
ราโดยใชล้กัษณะทางสัณฐานและการเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ  มีการศึกษาสารพนัธุกรรมโดยหาล าดบั     
นิวคลีโอไทดข์อง 18S Ribosomal RNA gene ของเช้ือราไอโซเลทเด่นและท่ียากต่อการระบุชนิดดว้ย
ลกัษณะทางสัณฐาน รวมถึงไอโซเลทท่ีใหผ้ลการทดสอบของสารสกดัท่ีมีแนวโนม้ในการใชป้ระโยชน์
ในอนาคต ไดผ้ลดงัน้ี 
3.2.1.1  เช้ือราจากว่านขันหมาก 
คดัแยกเช้ือราและเพาะเล้ียงไดเ้ช้ือราบริสุทธ์ิจากใบ กา้นใบ ล าตน้ โคนตน้ และราก
ของวา่นขนัหมากท่ีมีขนาดตน้เล็ก (รูปท่ี 3.1-3.2) 3 ตวัอยา่ง และท่ีมีขนาดตน้ใหญ่ (รูปท่ี 3.3-3.4) 2 
ตวัอยา่ง ไดจ้  านวนทั้งส้ิน 103 ไอโซเลท (ตารางท่ี 3.5-3.8) ไม่พบเช้ือราจากตวัอยา่งผล ตวัอยา่งลกัษณะ
ทางสัณฐานของโคโลนีเช้ือราท่ีแยกไดด้งัแสดงในรูปท่ี 3.8-3.17 
 
ตารางที ่3.5 รหสัเช้ือรา Endophytes ท่ีแยกจากส่วนใบ กา้นใบ ผล ตน้ โคนตน้ และรากของวา่น
ขนัหมากท่ีมีขนาดตน้เล็กและขนาดตน้ใหญ่ (รูปท่ี 3.1-3.4) 
 
ส่วนของว่าน
ขันหมาก 
ต้นใหญ่ ต้นเลก็ 
ต้นที ่1 ต้นที ่2 ต้นที ่1 ต้นที ่2 
ใบ (3 ใบ) A      B     C a     b      c F  G   H f     g    h 
ผล1 I i K k 
ล าตน้ D d J j 
กา้นใบ E e M m 
โคนตน้ Q q T t 
ราก N n R r 
หมายเหต:ุ 1, น าตวัอยา่งผลท่ีเก็บจากวา่นขนัหมากตน้เลก็ตวัอยา่งท่ี 3 (รูปท่ี 3.2) มาแยกเช้ือราเพ่ิม (ตารางท่ี 3.6) 
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ตารางที ่3.6 เช้ือรา Endophytes แยกจากวา่นขนัหมากท่ีมีขนาดตน้เล็ก (รูปท่ี 3.1-3.2) 3 ตวัอยา่ง 
และขนาดตน้ใหญ่ (รูปท่ี 3.3-3.4) 2 ตวัอยา่ง 
 
ว่านขันหมากทีน่ ามาแยกเช้ือรา/ 
ส่วนของพืช 
เช้ือรา Endophytes 
รหัสเส้นใย รหัส DNA ชนิด 
ต้นเลก็ 1     
SV1L1 ใบ 1   9F 9F Colletotrichum sp. 3 
SV1L2 ใบ 2   10G 10G Unknown species 1 
 ใบ 2   12G 12G Phomopsis sp. 13 
 ใบ 2   18G 18G Colletotrichum sp. 6 
SV1L3 ใบ 3   2H 2H Phomopsis sp. 1 
 ใบ 3   5H 5H Colletotrichum sp. 2 
 ใบ 3   6H 6H Phomopsis sp. 4 
 ใบ 3   7H 7H Phomopsis sp. 5 
SV1B1 กา้น   1M 1M Colletotrichum sp. 1 
 กา้น   3M 3M Colletotrichum sp. 2 
SV1F1-1 ผล   - - - 
SV1F1-2 ผล   - - - 
SV1F1-3 ผล   - - - 
SV1F1-4 ผล   - - - 
SV1S1 ล าตน้   4J 4J Colletotrichum sp. 3 
 ล าตน้   8J 8J Phomopsis sp. 6 
 โคนตน้   44T 44T Unknown species 12 
 โคนตน้   48T 48T Xylaria sp. 4 
 โคนตน้   49T 49T Xylaria sp. 5 
SV1R1 ราก   45R 45R Basidiomycete species 2 
 ราก   46R 46R Xylaria sp. 2 
 ราก   47R 47R Xylaria sp. 3 
 ราก   50R 50R Xylaria sp. 6 
 ราก   51R 51R Xylaria sp. 7 
หมายเหต:ุ -, ไม่พบเช้ือรา; ND, ไม่ไดว้เิคราะห์ชนิดของเช้ือรา (not determined) เน่ืองจากพบเช้ือราท่ีแยกไดจ้ านวน
มาก (ลกัษณะโคโลนีตามรูปผนวกท่ี 6 และ 10) เกินกรอบงบประมาณและเวลาของโครงการวจิยั 
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ตารางที ่3.6 (ต่อ) เช้ือรา Endophytes แยกจากวา่นขนัหมากท่ีมีขนาดตน้เล็ก (รูปท่ี 3.1-3.2) 3 ตวัอยา่ง 
และขนาดตน้ใหญ่ (รูปท่ี 3.3-3.4) 2 ตวัอยา่ง 
 
ว่านขันหมากทีน่ ามาแยกเช้ือรา/ 
ส่วนของพืช 
เช้ือรา Endophytes 
รหัสเส้นใย รหัส DNA ชนิด 
ต้นเลก็ 2     
SV2L1 ใบ 1  35f 35f Daldinia sp. 3 
SV2L2 ใบ 2  13g 13g Colletotrichum sp. 7 
SV2L3 ใบ 3  14h 14h Colletotrichum sp. 4 
SV2B1 กา้น  41m 41m Ascomycte species  
SV2F1-1 ผล  - - - 
SV2F1-2 ผล  - - - 
SV2F1-3 ผล  - - - 
SV2F1-4 ผล  - - - 
SV2F1-5 ผล  - - - 
SV2F1-6 ผล  - - - 
SV2F1-7 ผล  - - - 
SV2S1-1 ล าตน้  15j 15j Colletotrichum sp. 5 
SV2S1-2 ล าตน้  16j 16j Muscodor sp. 1 
 โคนตน้  42t 42t Unknown species 10 
SV2R1 ราก  43r 43r Unknown species 11 
ต้นเลก็ 3     
SV3F1-1 ผล  - - - 
SV3F1-2 ผล  - - - 
SV3F1-4 ผล  - - - 
SV3F1-5 ผล  - - - 
ต้นใหญ่ 1     
LV1L1-1 ใบ 1  LV1L1-1 ND ND 
LV1L1-4 ใบ 1  LV1L1-4 ND ND 
LV1L1-5 ใบ 1 19A 19A Phomopsis sp. 9 
LV1L1-6 ใบ 1  9บ ขญ 9บ ขญ Guignardia mangiferae 
หมายเหต:ุ -, ไม่พบเช้ือรา; ND, ไม่ไดว้เิคราะห์ชนิดของเช้ือรา (not determined) เน่ืองจากพบเช้ือราท่ีแยกไดจ้ านวน
มาก (ลกัษณะโคโลนีตามรูปผนวกท่ี 6 และ 10) เกินกรอบงบประมาณและเวลาของโครงการวจิยั      
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ตารางที ่3.6 (ต่อ) เช้ือรา Endophytes แยกจากวา่นขนัหมากท่ีมีขนาดตน้เล็ก (รูปท่ี 3.1-3.2) 3 ตวัอยา่ง 
และขนาดตน้ใหญ่ (รูปท่ี 3.3-3.4) 2 ตวัอยา่ง 
 
ว่านขันหมากทีน่ ามาแยกเช้ือรา/ 
ส่วนของพืช 
เช้ือรา Endophytes 
รหัสเส้นใย รหัส DNA ชนิด 
ต้นใหญ่ 1 (ต่อ)    
LV1L1-7 ใบ 1  LV1L1-7 ND ND 
LV1L2-1 ใบ 2  LV1L2-1 ND ND 
LV1L2-2 ใบ 2  LV1L2-2 ND ND 
LV1L2-3 ใบ 2  LV1L2-3 ND ND 
LV1L2-4 ใบ 2  LV1L2-4 ND ND 
LV1L4-2 ใบ 2  20B 20B Phomopsis sp. 10 
LV1L4-3 ใบ 2  24B 24B Colletotrichum sp. 12 
LV1L4-4 ใบ 3  29C 29C Colletotrichum sp. 9 
LV1L4-1 ใบ 4  LV1L4-1 ND ND 
LV1L5-1 ใบ  LV1L5-1 ND ND 
LV1L5-2 ใบ  LV1L5-2 ND ND 
LV1L5-3 ใบ  LV1L5-3 ND ND 
LV1L5-4 ใบ  LV1L5-4 ND ND 
LV1L5-5 ใบ  LV1L5-5 ND ND 
LV1L5-7 ใบ  LV1L5-7 ND ND 
LV1L5-8 ใบ  LV1L5-8 ND ND 
LV1L5-9 ใบ  LV1L5-9 ND ND 
LV1L6-1 ใบ  LV1L6-1 ND ND 
LV1L6-2 ใบ  LV1L6-2 ND ND 
LV1L7-2 ใบ  LV1L7-2 ND ND 
LV1L7-3 ใบ  LV1L7-3 ND ND 
LV1L8-1 ใบ  LV1L8-1 ND ND 
LV1L8-1-1 ใบ  LV1L8-1-1 ND ND 
LV1L8-2 ใบ  LV1L8-2 ND ND 
LV1L8-3 ใบ  LV1L8-3 ND ND 
LV1L8-5 ใบ  LV1L8-5 ND ND 
LV1L8-6 ใบ  LV1L8-6 ND ND 
LV1L9-1 ใบ  LV1L9-1 ND ND 
หมายเหต:ุ -, ไม่พบเช้ือรา; ND, ไม่ไดว้เิคราะห์ชนิดของเช้ือรา (not determined) เน่ืองจากพบเช้ือราท่ีแยกไดจ้ านวน
มาก (ลกัษณะโคโลนีตามรูปผนวกท่ี 6 และ 10) เกินกรอบงบประมาณและเวลาของโครงการวจิยั 
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ตารางที ่3.6 (ต่อ) เช้ือรา Endophytes แยกจากวา่นขนัหมากท่ีมีขนาดตน้เล็ก (รูปท่ี 3.1-3.2) 3 ตวัอยา่ง 
และขนาดตน้ใหญ่ (รูปท่ี 3.3-3.4) 2 ตวัอยา่ง 
 
ว่านขันหมากทีน่ ามาแยกเช้ือรา/ 
ส่วนของพืช 
เช้ือรา Endophytes 
รหัสเส้นใย รหัส DNA ชนิด 
ต้นใหญ่ 1 (ต่อ)    
LV1L9-2 ใบ  LV1L9-2 ND ND 
LV1L9-3 ใบ  LV1L9-3 ND ND 
LV1L9-3-1 ใบ  LV1L9-3-1 ND ND 
LV1L9-5 ใบ  LV1L9-5 ND ND 
LV1L10-1 ใบ  LV1L10-1 ND ND 
LV1L11-2 ใบ  LV1L11-2 ND ND 
LV1L12-1 ใบ  LV1L12-1 ND ND 
LV1L12-2 ใบ  LV1L12-2 ND ND 
LV1B1 กา้น  27E 27E Unknown species 3 
 กา้น  28E 28E Unknown species 4 
LV1S1-1 ล าตน้  30D 30D Daldinia sp. 2 
LV1S1-3 ล าตน้  1ล ขญ 1ล ขญ ND 
LV1S1-4 ล าตน้  2ล ขญ 2ล ขญ Glomerella sp. 2 
LV1S1-5 ล าตน้  3ล ขญ 3ล ขญ ND 
LV1S1-6 ล าตน้  4ล ขญ 4ล ขญ Endothia sp. 
LV1S1-7 ล าตน้  5ล ขญ 5ล ขญ ND 
LV1S1-8 ล าตน้  6ล ขญ 6ล ขญ ND 
LV1S1-9 ล าตน้  7ล ขญ 7ล ขญ ND 
LV1S1-10 ล าตน้  8ล ขญ 8ล ขญ Colletotrichum sp. 11 
LV1S1-11 โคนตน้  11Q 11Q Xylaria sp.1 
 โคนตน้  12Q 12Q Basidiomycete species 1 
 โคนตน้  36Q 36Q Unknown species 6 
LV1R1 ราก  37N 37N Unknown species 7 
LV1R2 ราก  38N 38N Unknown species 8 
LV1R1-6 ราก  LV1R1-6 ND ND 
หมายเหต:ุ -, ไม่พบเช้ือรา; ND, ไม่ไดว้เิคราะห์ชนิดของเช้ือรา (not determined) เน่ืองจากพบเช้ือราท่ีแยกไดจ้ านวน
มาก (ลกัษณะโคโลนีตามรูปผนวกท่ี 6 และ 10) เกินกรอบงบประมาณและเวลาของโครงการวจิยั     
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ตารางที ่3.6 (ต่อ) เช้ือรา Endophytes แยกจากวา่นขนัหมากท่ีมีขนาดตน้เล็ก (รูปท่ี 3.1-3.2) 3 ตวัอยา่ง 
และขนาดตน้ใหญ่ (รูปท่ี 3.3-3.4) 2 ตวัอยา่ง 
 
ตัวอย่างทีน่ ามาแยกเช้ือรา/ 
ส่วนของพืช 
เช้ือรา Endophytes 
รหัสเส้นใย รหัส DNA ชนิด 
ต้นใหญ่ 1 (ต่อ)    
LV1R1-6-1 ราก  LV1R1-6-1 ND ND 
LV1R3 ราก  LV1R3 ND ND 
LV1R4 ราก  LV1R4 ND ND 
LV1R5 ราก  LV1R5 ND ND 
LV1R6 ราก  LV1R6 ND ND 
LV1R8-1 ราก  LV1R8-1 ND ND 
LV1R9-3-1 ราก  LV1R9-3-1 ND ND 
LV1R12-1-1 ราก  LV1R12-1-1 ND ND 
ต้นใหญ่ 2     
LV2L1 ใบ 1  31a 31a Phomopsis sp. 15 
LV2L1 ใบ 1  34a 34a Colletotrichum sp. 10 
LV2L2 ใบ 2  17b 17b Phomopsis sp. 8 
LV2L2 ใบ 2  22b 22b Colletotrichum sp. 7 
LV2L2 ใบ 2  33b 33b Unknown species 5 
LV2L3 ใบ 3  23c 23c Colletotrichum sp. 8 
LV2S1 ล าตน้  25d 25d Phomopsis sp. 13 
LV2S1 ล าตน้  26d 26d Phomopsis sp. 14 
 โคนตน้  21q 21q Colletotrichum sp. 12 
LV2R1 ราก  32n 32n Xylaria sp. 1 
หมายเหต:ุ -, ไม่พบเช้ือรา; ND, ไม่ไดว้เิคราะห์ชนิดของเช้ือรา (not determined) เน่ืองจากพบเช้ือราท่ีแยกไดจ้ านวน
มาก (ลกัษณะโคโลนีตามรูปผนวกท่ี 6 และ 10) เกินกรอบงบประมาณและเวลาของโครงการวจิยั 
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รูปที ่3.8 ตวัอยา่งลกัษณะโคโลนีของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากใบของวา่นขนัหมากท่ีมีขนาด
ต้นเลก็ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่3.9 ตวัอยา่งลกัษณะโคโลนีของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากก้านใบของวา่นขนัหมากท่ีมี
ขนาดต้นเลก็ 
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รูปที ่3.10 ตวัอยา่งลกัษณะโคโลนีของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากล าต้นของวา่นขนัหมากท่ีมี
ขนาดต้นเลก็ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่3.11 ตวัอยา่งลกัษณะโคโลนีของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากโคนต้นของวา่นขนัหมากท่ีมี
ขนาดต้นเลก็ 
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รูปที ่3.12 ตวัอยา่งลกัษณะโคโลนีของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากรากของวา่นขนัหมากท่ีมี
ขนาดต้นเลก็ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่3.13 ตวัอยา่งลกัษณะโคโลนีของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากใบของวา่นขนัหมากท่ีมี
ขนาดต้นใหญ่ 
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รูปที ่3.13 (ต่อ) ตวัอยา่งลกัษณะโคโลนีของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากใบของวา่นขนัหมากท่ีมี
ขนาดต้นใหญ่ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่3.14 ตวัอยา่งลกัษณะโคโลนีของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากก้านใบของวา่นขนัหมากท่ีมี
ขนาดต้นใหญ่ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่3.15 ตวัอยา่งลกัษณะโคโลนีของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากล าต้นของวา่นขนัหมากท่ีมี
ขนาดต้นใหญ่ 
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รูปที ่3.16 ตวัอยา่งลกัษณะโคโลนีของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากโคนต้นของวา่นขนัหมากท่ีมี
ขนาดต้นใหญ่ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่3.17 ตวัอยา่งลกัษณะทางสัณฐานของเช้ือราท่ีแยกไดจ้ากรากของวา่นขนัหมากท่ีมีขนาดต้นใหญ่ 
 
เช้ือรา Endophytes ท่ีแยกไดจ้ากพืชป่าในวงศ ์ Araceae ชนิดท่ีมีช่ือทัว่ไปวา่ วา่นขนัหมากมี
ความหลากหลายของ Species และลกัษณะทางสัณฐานของโคโลนีและสปอร์ท่ีแตกต่างกนั ไดแ้ก่ เช้ือรา 
Colletotricum sp. 3 (9F)  และ Colletotricum sp. 2 (5H) แยกไดจ้ากใบวา่นขนัหมากตน้เล็กมีขนาดสปอร์ 
10.0-15.0× 2.5-5.0 และ 8.8-15.0× 2.5-5.0 ไมโครเมตร ตามล าดบั Colletotricum sp. 1 (1M) และ 
Phomopsis sp. 6 (8J) แยกไดจ้ากกา้นใบและล าตน้ของวา่นขนัหมากตน้เล็กมีขนาดสปอร์ 12.5-
17.2× 2.5-5.0 และ 15.0-22.5× 2.5-5.0 ไมโครเมตร ตามล าดบั)   Colletotrichum sp. (24B) และ 
Colletotricum sp. 9 (29C) แยกไดจ้ากใบวา่นขนัหมากตน้ใหญ่มีขนาดสปอร์ 7.5×10.0-15.0 และ 
5.0×12.5-15.0ไมโครเมตร ตามล าดบั 
จากการวเิคราะห์ชนิดดว้ยลกัษณะทางสัณฐานจากการเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือและล าดบันิวคลี 
โอไทด์ของ 18S rRNA gene ของเช้ือราบริสุทธ์ิท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่งพืชวา่นขนัหมาก (ตารางท่ี 3.5-3.8 
และรูปท่ี 3.8-3.17)   เช้ือรา Endophytes ท่ีคดัแยกได้จากว่านขนัหมากตน้เล็ก (ความสูงโดยเฉล่ีย 45 
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เซนติเมตร เส้นผ่าศูนยก์ลางของล าตน้ประมาณ 1 เซนติเมตร  รูปท่ี 3.1 และ 3.2) ตวัอย่างท่ี 1 จากใบ 
กา้นใบ ล าตน้ โคนตน้ และราก จ านวน 8, 2, 2, 3 และ 5 ไอโซเลท ตามล าดบั รวมทั้งส้ิน 20 ไอโซเลท 
เป็นราสกุลเด่น คือ Colletotrichum และ Phomopsis   ส่วนเช้ือรา Endophytes ท่ีคัดแยกได้จากว่าน
ขนัหมากตน้เล็กตวัอย่างท่ี 2 จากใบ กา้นใบ ล าตน้ โคนตน้ และราก มีจ านวนน้อยกว่าตวัอยา่งท่ี 1 คือ
คดัแยกได้จ  านวน 3, 1, 2, 1 และ 1 ไอโซเลท ตามล าดับ รวมทั้งส้ิน 8 ไอโซเลท เป็นราสกุลเด่น คือ 
Colletotrichum, Daldinia และกลุ่ม Ascomycetes ท่ียงัไม่สามารถระบุสกุลได้แน่นอนจากการศึกษา
เบ้ืองตน้น้ี 
เช้ือรา Endophytes ท่ีแยกไดจ้ากวา่นขนัหมากตน้ใหญ่ (ความสูงโดยเฉล่ีย 60-120 เซนติเมตร 
เส้นผา่ศูนยก์ลางของล าตน้ 1-2 เซนติเมตร  รูปท่ี 3.3 และ 3.4) ตวัอยา่งท่ี 1 ท่ีแยกไดจ้ากใบ กา้นใบ ล าตน้ 
โคนตน้ และราก จ านวน 40, 2, 9, 3 และ 11 ไอโซเลท ตามล าดบั รวมทั้งส้ิน 65 ไอโซเลท เป็นราสกุล
เด่น คือ Colletotrichum, Phomopsis และ Guignardia   ในขณะท่ีเช้ือราท่ีคดัแยกไดจ้ากวา่นขนัหมากตน้
ใหญ่ตวัอยา่งท่ี 2 จากใบ ล าตน้ โคนตน้ และราก จ านวน 6, 2, 1 และ 1 ไอโซเลท ตามล าดบั รวมทั้งส้ิน 
10 ไอโซเลท เป็นราสกุลเด่น คือ Colletotrichum, Phomopsis และ Xylaria 
พืชป่าชนิดวา่นขนัหมากท่ีพบเจริญในจงัหวดันครราชสีมาและน ามาศึกษา ชนิดท่ีมีขนาดตน้
เตม็วยัเล็กและพืชท่ีมีขนาดตน้ใหญ่ ไม่พบเช้ือรา Endophytes ในส่วนผลของทุกตวัอยา่ง แต่ส่วนอ่ืนของ
พืชมีชนิดของรา Endophytes ท่ีค่อนขา้งคลา้ยกนั กล่าวคือ ราท่ีคดัแยกไดจ้ากวา่นขนัหมากตน้เล็กท่ีแยก
ไดจ้ากใบ กา้นใบ ล าตน้ โคนตน้ และราก จ านวน 11, 3, 4, 4 และ 6 ไอโซเลท ตามล าดบั รวมทั้งส้ิน 28 
ไอโซเลท เป็นราสกุลเด่น คือ Colletotrichum, Daldinia และ Phomopsis  ขณะท่ีรา Endophytes ท่ีคดัแยก
ไดจ้ากวา่นขนัหมากตน้ใหญ่ จากใบ กา้นใบ ล าตน้ โคนตน้ และราก จ านวน 46, 2, 11, 4 และ 12              
ไอโซเลท ตามล าดบั รวมทั้งส้ิน 75 ไอโซเลท  จากท่ีไดเ้ลือกเช้ือราท่ีคดัแยกไดน้ี้จ านวน 26 ไอโซเลท มา
วเิคราะห์ชนิด พบวา่เป็นราสกุลเด่น คือ Colletotrichum, Guignardia, Phomopsis, และ Xylaria  ยงัมีราท่ี
คดัแยกไดอี้กจ านวน 49 ไอโซเลท ท่ีไม่ไดว้เิคราะห์ชนิด เน่ืองจากขอ้จ ากดัดา้นงบประมาณและเวลาของ
โครงการวจิยั 
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ตารางที่ 3.7 ชนิดของเช้ือราท่ีแยกจากใบ กา้น ล าตน้ โคนตน้ และรากของวา่นขนัหมากท่ีวิเคราะห์
ดว้ยลกัษณะทางสัณฐานของเช้ือราท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือและล าดบันิวคลีโอไทด์ของ 
18S Ribosomal RNA gene (Partial sequence) เปรียบเทียบกบัขอ้มูลจาก GenBank 
(U.S.A) 
 
ส่วนของ
ว่าน
ขันหมาก 
Fungal isolate/ species PCR 
Primers 
DNA 
sequence 
size (bp) 
Identification result 
compared to GenBank data 
base 
Identity 
(%) 
ต้นเลก็      
ใบ  F3 Glomerella sp. 1 NS1/SR2 1,207 Glomerella cinguiata 96 
 18G Colletotrichum sp. 6 NS1/SR2 1,137 Glomerella cinguiata 95 
 13g2 Colletotrichum sp. 7 NS1/SR2 600 Colletotrichum coccodes 99 
 14h1 Colletotrichum sp. 4 NS1/SR2 1,206 Colletotrichum dematium 98 
กา้นใบ 1M Colletotrichum sp. 1 NS1/SR2 1,133 Colletotrichum sp. 98 
 3M Colletotrichum sp. 2 NS1/SR2 1,214 Colletotrichum musae 96 
 41m Ascomycete species NS1/SR2 1,189 Ascomycete species 97 
ล าตน้ 4J2 Plectosphaerella sp.  NS1/SR2 1,070 Plectosphaerella cucumerina 98 
 4J Colletotrichum sp. 3 NS1/SR2 1,183 Colletotrichum truncatum 96 
 15j2 Colletotrichum sp. 9 NS1/SR2 1,039 Colletotrichum 
lindemuthianum 
96 
 16J1 Muscodor sp.  NS1/SR2 1,027 Rosellinia sp., , Muscodor sp. 96 
 16J1 Muscodor sp. NS3/SR2 1,207 Muscodor albus 96 
โคนตน้ 49T Xylaria sp. 5 NS1/SR2 1,209 Ascomycete species 97 
ราก 46R Xylaria sp. 2 NS1, SR2 952 Ascomycete species 97 
 51R Xylaria sp. 7 NS1/SR2 1,109 Ascomycete species 96 
ต้นใหญ่      
ใบ 9บ ญ Guignardia mangiferae NS1/SR2 1,144 Guignardia mangiferae 99 
 31a Hypoxylon sp.  NS1/SR2 1,182 Colletotrichum cirinans 99 
 34a Colletotrichum sp. 10 NS1/SR2 1,182 Hypoxylon haematostroma 96 
 17b Phomopsis sp. 8 NS1/SR2 1,188 Phomopsis sp. 98 
 24B Colletotrichum sp.  NS1/SR2 1,194 Colletotrichum sp. 98 
 23 Colletotrichum sp. 8 NS1/SR2 1,065 Colletotrichum musae 98 
ล าตน้  2ล ขญ Glomerella sp. 2 NS1/SR2 1,175 Glomerella cinguiata 93 
 4ล ขญ Endothia sp. NS1/SR2 1,143 Endothia sp. 98 
 8ล ขญ Colletotrichum sp. 11 NS1/SR2 1,053 Colletotrichum truncatum 98 
โคนตน้  11Q Xylaria sp. 1 NS1/SR2 1,184 Xylaria acuta 98 
 36Q Unknown species  NS1/SR2 1,174 Pestalotiopsis sp.  97 
 21q Colletotrichum sp. 12 NS1/SR2 1,160 Colletotrichum coccodes 97 
ราก  32n Xylaria sp. 1 NS1/SR2 1,196 Ascomycete species 95 
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ตารางที่ 3.8 ชนิดของเช้ือรา Endophytes ท่ีแยกไดจ้ากใบ กา้นใบ ล าตน้ โคนตน้ และรากของวา่น
ขนัหมากตน้เล็กตวัอยา่งท่ี 1 และตน้ใหญ่ตวัอยา่งท่ี 1 
 
ส่วนของว่าน
ขันหมาก 
Fungal species จากว่านขันหมาก: 
ต้นเลก็ ต้นใหญ่ 
ใบ Colletotrichum sp. 2 (5H) (Spore size 
8.8-15.0×2.5-5.0 µm)  
Colletotrichum sp. 7 (22b) 
 Colletotricum sp. 3 (9F) (Spore size 
10.0-15.0×2.5-5.0 µm) 
Colletotrichum sp. 8 (23c) 
 Colletotrichum sp. 4 (14h) Colletotrichum sp. 9 (29C) (Spore size 12.5-
15.0×5.0 µm) 
 Colletotrihcum sp. 6 (18G) Hypoxylon sp. 10 (34a) 
 Daldinia sp. 3 (35f) Phomopsis sp. 8 (17b) 
 Phomopsis sp. 1 (2H) Phomopsis sp. 9 (19A) 
 Phomopsis sp. 4 (6H) Phomopsis sp. 10 (20B) 
 Phomopsis sp. 5 (7H) Colletotrichum sp. 12 (24B) (Spore size 12-
10.0-15.0×7.5 µm) 
 Colletotrichum sp. (13g) Phomopsis sp. 15 (31a) 
 Unknown species 1 (10G) (Spore size 
5.0-10.0×5.0-7.5 µm) 
Unknown species 5 (33b) (Spore size 5.0-
7.5×2.5-5.0 µm) 
กา้นใบ Colletotrichum sp. 1 (1M) (Spore size 
12.5-17.2×2.5-5.0 µm) 
Unknown species 3 (27E) 
 Colletotrichum sp. 2 (3M) Unknown species 4 (28E) 
 Unknown species 9 (41m)  
ล าตน้ Colletotrihcum sp. 5 (15j) Daldinia sp. 2 (30D) 
 Colletotrichum sp. 3 (4J) Phomopsis sp. 13 (25d) 
 Phomopsis sp. 6 (8J) (Spore size 
15.0-22.5×2.5-5.0 µm) 
Phomopsis sp. 14 (26d) 
 Muscodor sp. (16j)  
โคนตน้ Unknown species 10 (42t) Basidiomycete species 1 (12Q) 
 Unknown species 12 (44T) Hypoxylon sp. 1 (11Q) 
 Xylaria sp. 4 (48T) Colletotrichum sp. 11 (21q) 
 Xylaria sp. 5 (49T) Unknown species 6 (36Q) 
ราก Basidiomycete species 3 (45R) Unknown species 7 (37N) 
 Unknown species 11 (43r) (Spore size 
7.5-8.8×2.5-5.0 µm) 
Unknown species 8 (38N) 
 Xylaria sp. 2 (46R) Xylaria sp. 1 (32n) 
 Xylaria sp. 3 (47R)  
 Xylaria sp. 6 (50R)  
 Xylaria sp. 7 (51R)  
หมายเหตุ: (Code), รหสัเสน้ใยและ DNA  
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เช้ือรา Endophytes ท่ีมีรายงานส่วนใหญ่จดัอยูใ่นกลุ่ม Deuteromycotina, Ascomycotina และ 
Basidiomycotina (Bacon and White, 2000; Mekkamol, 1998)  ในระดบัสกุลไดแ้ก่ Colletotrichum, 
Nodulosporium และ Xylariaceae เป็น Endophytes ท่ีพบบนใบกลว้ยไมดิ้น (เลขา มาโนช และคณะ, 
2544)  Colletotrichum sp. เป็นเช้ือราชนิดเด่นท่ีแยกไดจ้ากพืชหลายชนิดไดแ้ก่ ใบหนา้ววั (วงศ ์Araceae) 
(วสันณ์ เพชรรัตน์ และ นพวรรณ นิลสุวรรณ, 2550)  กลว้ย ขิง ถัว่เหลือง ล าใย และมะม่วง (Photita et 
al., 2005)  กรณีกลว้ยยงัมีรายงานการพบรา Guignardia sp. เป็น Endophytes (Baldassari et al., 2008) รา
ในสกุลน้ีบาง Species เป็นสาเหตุของโรคพืช  
Maehara et al. (2010) รายงานเช้ือรา Endophytes ชนิด Phomopsis spp., Diaporthe spp., 
Penicillium spp. และ Arthrinium sp. ท่ีแยกไดจ้ากตน้อ่อนของควินิน Cinchona ledgeriana (วงศ ์
Rubiaceae) ในเขตชวาตะวนัตก ประเทศอินโดนีเซีย  เช้ือรา Phomopsis sp. ยงัพบในพืชอ่ืนไดแ้ก่ พืช 
Bauhinia brevipes ในวงศ ์ Fabaceae ท่ีมีเช้ือราท่ีอาศยัอยูใ่นใบท่ีเป็นสกุลเด่น (Hilarino et al., 2011) 
Sutjaritvorkul (2015) คดัแยกเช้ือรา Absidia spp., Aspergillus niger, Aspergillus sp., Fusarium spp., 
Penicillum sp., Pestalotiopsis spp., Phomopsis spp. และ Phyllosticta spp. ไดจ้ากใบสะทอนสด 
(Millettia utilis Dunn) Ezra et al. (2004) รายงานรา Endophytes ชนิด Muscodor albus ท่ีแยกไดจ้าก 
Cinnamomum zeylanicum สามารถสร้าง Volatile organic compounds (VOCs) เม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียง
เช้ือท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียบ์างชนิดได ้
3.2.1.2  เช้ือราจากเครือส่ีเหลี่ยม 
จากการแยกเช้ือราท่ีอยูใ่นส่วนใบและเถา (ล าตน้) ของเครือส่ีเหล่ียมท่ีพบเจริญใน
พื้นท่ีธรรมชาติจงัหวดันครราชสีมา พบเช้ือราจากใบท่ีคดัแยกไดม้ากท่ีสุดจ านวน 13 ไอโซเลท  และ      
คดัแยกไดจ้ากล าตน้จ านวน 9 ไอโซเลท (ตารางท่ี 3.9)  จากการระบุชนิดของเช้ือราดว้ยลกัษณะทาง
สัณฐานและล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rRNA gene (Partial sequence)  เช้ือราท่ีแยกไดจ้ากใบจ านวน 
8, 1, 1 และ 1 ไอโซเลท ท่ีจดัอยูใ่นสกุล Glomerella, Hexagonia, Rosellinia และ Xylaria ตามล าดบั  จาก
เถา (ล าตน้) เป็นราในสกุล Glomerella  ยงัมีเช้ือราท่ีแยกไดจ้ากใบอีก 1 ไอโซเลท และเถาอีก 6 ท่ียงัมิได้
วเิคราะห์ชนิดดว้ยขอ้จ ากดัของงบประมาณและเวลาของโครงการ 
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ตารางที่ 3.9 ชนิดของเช้ือราท่ีแยกจากใบและเถา (ล าตน้) เครือส่ีเหล่ียมท่ีวิเคราะห์ด้วยลกัษณะทาง
สัณฐานของเช้ือราท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือและล าดบันิวคลีโอไทด์ของ 18S Ribosomal 
RNA gene (Partial sequence) เปรียบเทียบกบัขอ้มูลจาก GenBank (U.S.A) 
 
ส่วนของเครือส่ีเหลีย่ม Fungal isolate/ 
species 
PCR 
Primers 
DNA 
sequence 
size (bp) 
Identification result 
compared to 
GenBank data base 
Identity 
(%) 
ใบ ตวัอย่างที่ 1:      
1บ ส Glomerella sp. 2 NS1/SR2 1,140 Glomerella cingulata 98 
2บ ส ND   ND  
3บ ส Glomerella sp. 2 NS1/SR2 1,084 Glomerella cingulata 98 
4บ ส Glomerella sp. 2 NS1/SR2 1,105 Glomerella cingulata 98 
5บ ส Glomerella sp. 3 NS1/SR2 1,057 Glomerella cingulata 97 
6บ ส Glomerella sp. 4 NS1/SR2 1,084 Glomerella mangiferae 96 
7บ ส Glomerella sp. 5 NS1/SR2 1,084 Glomerella mangiferae 95 
8บ ส Glomerella sp. 5 NS1/SR2 1,050 Glomerella mangiferae 95 
9บ ส Rosellinia sp. NS1/SR2 1,057 Rosellinia sp. 98 
9บ ส Xylaria sp. NS3/SR2 1,057 Xylaria sp. 96 
17บ ส Hexagonia sp. NS3/SR2 1,017 Hexagonia hirta 97 
เถา (ล าต้น) ตวัอย่างที่ 1:      
10ข ส ND   ND  
11ล ส ND   ND  
12ล ส ND   ND  
13ล ส ND   ND  
14ล ส Glomerella sp. 3 NS1/SR2 1,140 Glomerella cingulata 97 
15ล ส Glomerella sp. 6 NS1/SR2 1,002 Glomerella cingulata 93 
18ล ส ND   ND  
19ล ส ND   ND  
ใบ ตวัอย่างที่ 2:      
1บ น Glomerella sp. 1 NS1/SR2 1,201 Glomerella mangiferae 98 
2บ น Fungal endophyte NS3/SR2 650 Fungal endophyte 98 
เถา (ล าต้น) ตวัอย่างที่ 2:      
3ล น ND   ND  
หมายเหต:ุ -, ไม่พบเช้ือรา; ND, ไม่ไดว้เิคราะห์ชนิดของเช้ือรา (not determined) เน่ืองจากพบเช้ือราท่ีแยกไดจ้ านวนมาก 
เกินกรอบงบประมาณและเวลาของโครงการวจิยั  
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3.2.1.3  เช้ือราจากขันทองพยาบาท 
จากการแยกเช้ือราจากพืชขนัทองพยาบาทจ านวน 3 ตวัอยา่ง รวบรวมจากท่ีพบ
เจริญในพื้นท่ีธรรมชาติจงัหวดันครราชสีมา น ามาคดัแยกเช้ือราไดท้ั้งส้ิน 58 ไอโซเลท เป็นเช้ือราท่ีแยก
จากใบไดจ้ านวน 10, 8 และ 8 ไอโซเลท จาก  3 ตวัอยา่งใบ ตามล าดบั และคดัแยกเช้ือราจากเปลือกของ
ตน้ไดจ้  านวน 10, 13 และ 9 ไอโซเลท ตามล าดบั ดว้ยเวลาและงบประมาณท่ีจ ากดัจึงเล้ียงเช้ือราเพื่อ
ทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัหยาบจากอาหารท่ีผา่นการเล้ียงเช้ือและเส้นใยของเช้ือราต่อเซลลม์ะเร็ง ก่อน
การระบุชนิดของเช้ือรา (ตารางท่ี 3.14) 
รายงานการระบุชนิดของเช้ือราท่ีแยกไดจ้ากขนัทองพยาบาท ไดแ้ก่ Ditpan (2009) ไดค้ดัแยก
เช้ือราจากก่ิง ใบและเปลือกตน้ขนัทองพยาบาท ท าการศึกษาชนิดตามลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและ
วเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ในส่วน ITS1-5.8S-ITS2 ของ rDNA จ าแนกราไอโซเลต SM1 ท่ีอยูใ่นส่วน
ของเปลือกตน้ขนัทองพยาบาทเป็น Lasiodiplodia sp. ซ่ึงคาดวา่เป็น Anamorph ของรา Botryosphaeria 
rhodina (ล าดบันิวคลิโอไทด์เหมือนกนั 100%)  
3.2.2  การจัดเกบ็รักษาเช้ือพันธ์ุเช้ือรา 
จดัเก็บรักษาเช้ือพนัธ์ุเช้ือรา (Culture collection) ดว้ยวธีิมาตรฐานของการเก็บเช้ือพนัธ์ุ
จุลินทรียใ์หมี้ชีวติรอดไดน้าน โดยยงัมีความบริสุทธ์ิและไม่เปล่ียนแปลงลกัษณะทางพนัธุกรรม  การ
เก็บรักษาเช้ือพนัธ์ุโดยเก็บรักษาดว้ย 2 วธีิ คือ เก็บในสภาพแหง้บนกระดาษกรองและการเก็บรักษาใน          
กลีเซอรอล 10% ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เป็นวธีิการเก็บรักษาท่ีดี  
3.2.3  การทดลองผลติสารออกฤทธ์ิต้านเซลล์มะเร็ง  
เล้ียงเช้ือราท่ีแยกได ้ในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว Malt extract broth (ภาคผนวก ข 3) แบบ 
Batch culture ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-5 สัปดาห์ โดยสังเกตจากลกัษณะและ
ความสามารถในการเจริญ เช้ือราบางสายพนัธ์ุมีความสามารถในการเจริญไดเ้ร็ว เม่ือเล้ียงในลกัษณะ 
Batch culture ไประยะเวลาหน่ึง อาหารเร่ิมหมดหรือมีการสะสมเมแทบอไลทม์ากข้ึน เซลลจ์ะเร่ิมตาย 
ดงันั้นจึงควรเก็บเก่ียวผลผลิตเร็วกวา่เช้ือราบางสายพนัธ์ุท่ีเจริญไดช้า้ เก็บเก่ียวส่วนของอาหารเหลว
ภายหลงัการเล้ียงเช้ือดว้ยการกรองและป่ันแยกเซลลห์รือเส้นใยออกจากอาหาร และเตรียมผงแหง้ของ
อาหารเหลวและเส้นใยเช้ือราดว้ยเทคนิคการท าแหง้เยือกแขง็ (Lyophilization)  จากการศึกษาใน
ขั้นตอนน้ีไดเ้ก็บเส้นใยแบบสุ่มตามชนิดของเช้ือราท่ีเล้ียงไดป้ริมาณมากเพื่อสกดัสารและทดสอบฤทธ์ิ
ของสารต่อเซลลม์ะเร็งของคน  
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รูปที ่3.18 ตวัอย่างลกัษณะการเจริญของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากใบของว่านขนัหมากท่ีมี
ขนาดต้นเลก็ ในอาหารเล้ียงเช้ือ Malt extract broth ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
2-5 สัปดาห์ 
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รูปที ่3.19 ตวัอยา่งลกัษณะการเจริญของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากก้านใบของวา่นขนัหมากท่ี
มีขนาดต้นเลก็ ในอาหารเล้ียงเช้ือ Malt extract broth ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 2-5 สัปดาห์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่3.20 ตวัอยา่งลกัษณะการเจริญของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากล าต้นของวา่นขนัหมากท่ีมี
ขนาดต้นเล็ก ในอาหารเล้ียงเช้ือ Malt extract broth ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
2-5 สัปดาห์ 
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รูปที ่3.21 ตวัอยา่งลกัษณะการเจริญของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากโคนต้นของวา่นขนัหมากท่ี
มีขนาดต้นเล็กในอาหารเล้ียงเช้ือ Malt extract broth ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
2-5 สัปดาห์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่3.22 ตวัอย่างลกัษณะการเจริญของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากรากของว่านขนัหมากท่ีมี
ขนาดต้นเล็ก ในอาหารเล้ียงเช้ือ Malt extract broth ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
2-5 สัปดาห์ 
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รูปที ่3.23 ตวัอย่างลกัษณะการเจริญของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกได้จากใบของว่านขนัหมากท่ีมี
ขนาดต้นใหญ่ ในอาหารเล้ียงเช้ือ Malt extract broth ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
2-5 สัปดาห์ 
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รูปที ่3.23 (ต่อ) ตวัอยา่งลกัษณะการเจริญของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากใบของวา่นขนัหมากท่ี
มีขนาดต้นใหญ่ ในอาหารเล้ียงเช้ือ Malt extract broth ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2-5 สัปดาห์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่3.24 ตวัอยา่งลกัษณะการเจริญของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากก้านใบของวา่นขนัหมากท่ีมี
ขนาดต้นใหญ่ ในอาหารเล้ียงเช้ือ Malt extract broth ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
2-5 สัปดาห์ 
 
 
 
 
 
รูปที ่3.25 ตวัอยา่งลกัษณะการเจริญของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากล าต้นของวา่นขนัหมากท่ีมี
ขนาดต้นใหญ่ ในอาหารเล้ียงเช้ือ Malt extract broth ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
2-5 สัปดาห์ 
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รูปที ่3.26 ตวัอยา่งลกัษณะการเจริญของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากโคนต้นของวา่นขนัหมากท่ี
มีขนาดต้นใหญ่ ในอาหารเล้ียงเช้ือ Malt extract broth ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 2-5 สัปดาห์ 
 
 
 
 
 
รูปที ่3.27 ตวัอย่างลกัษณะการเจริญของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากรากของว่านขนัหมากท่ีมี
ขนาดต้นใหญ่  ในอาหารเล้ียงเช้ือ Malt extract broth ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
2-5 สัปดาห์ 
 
3.2.4  การศึกษาความเป็นพษิของสารทีผ่ลติจากเช้ือราและจากพืชต่อเซลล์มะเร็ง 
ทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัหยาบท่ีไดจ้ากการใชต้วัท าละลาย Ethanol สกดัจาก
อาหารเล้ียงเช้ือและเส้นใยของเช้ือรา Endophytes ต่อเซลลม์ะเร็งท่ีเล้ียงไวใ้นหลอดทดลอง (in vitro) 
ดว้ยวธีิ MTT Colorimetric assay โดยเลือกเซลลม์ะเร็งเยือ่บุช่องปาก (KB, Human epidermoid 
carcinoma cell line) เพื่อคดักรองสารสกดัหยาบในเบ้ืองตน้ จากนั้นจึงเลือกสารท่ีมีฤทธ์ิไปทดสอบกบั
เซลลม์ะเร็งชนิดอ่ืนต่อไป พร้อมทั้งน าสารสกดัหยาบท่ีไดจ้ากส่วนของพืชเป้าหมาย ไดแ้ก่ ใบ กา้นใบ 
ผล ล าตน้ และราก และจากอาหารท่ีผา่นการเล้ียงเช้ือราและท าใหเ้ป็นผงแหง้ โดยใชต้วัท าละลายอินทรีย ์
3 ชนิด คือ Hexane, Chloroform และ Methanol มาทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งเช่นเดียวกบัสาร
สกดัหยาบจากเช้ือราโดยใชเ้ซลลป์กติท่ีไดจ้ากไตของลิง (Vero, African green monkey (Kidney) cells) 
แทนเซลลป์กติของคน โดยค่า IC50 (50% Inhibition concentration) มาตรฐานของสารบริสุทธ์ิท่ีสามารถ
ยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนเซลลม์ะเร็งตอ้งมีค่านอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 30 และ 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส าหรับ
สารสกดัหยาบและสารบริสุทธ์ิ ตามล าดบั จึงจะจดัวา่เป็นสารมีฤทธ์ิท่ีควรพฒันาใชป้ระโยชน์ต่อไป 
การศึกษาความเป็นพิษของสารท่ีผลิตจากเช้ือราและจากพืชต่อเซลลม์ะเร็งไดผ้ลดงัน้ี 
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3.2.4.1  ความเป็นพษิของสารทีผ่ลติจากเช้ือราต่อเซลล์มะเร็ง 
1)  เช้ือราจากว่านขันหมาก 
ทดสอบสารสกดัหยาบจากอาหารเหลวท่ีผา่นการเล้ียงเช้ือแลว้จ านวน 49 ตวัอยา่ง 
(ไอโซเลท) และสารจากเส้นใยของเช้ือรา จ านวน 17 ตวัอยา่ง ดา้นความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง  พบวา่สาร
สกดัหยาบจากอาหารเล้ียงเช้ือ 2 ตวัอยา่ง (Colletotrichum sp. 9 และ Xylaria sp. 3) มีผลท่ีสังเกตไดท่ี้เหลือ
ไม่มีผลในการตา้นเซลลม์ะเร็งชนิด KB (ตารางท่ี 3.10) แต่สารสกดัดว้ยเอทานอลท่ีสกดัจากเส้นใยของเช้ือ
ราจ านวน 4 ตวัอยา่ง (Colletotrichum sp. 11 และ Xylaria species 3, 4 และ 5) มีฤทธ์ิอยา่งอ่อนในการตา้น
เซลลม์ะเร็งชนิด KB (ตารางท่ี 3.11)  จึงไดเ้ลือกสารสกดัหยาบจากอาหารเล้ียงเช้ือทดสอบกบัเซลลม์ะเร็ง
ชนิดอ่ืนเพิ่มเติม คือ มะเร็งปากมดลูก (HeLa, Human cervical carcinoma)  มะเร็งเตา้นม (MCF-7, Human 
breast adenocarcinoma)  และมะเร็งตบั (Hep-G2, Human hepatocellular carcinoma)  พบวา่สารสกดัหยาบ
จากอาหารเล้ียงเช้ือ จ านวน 1 ตวัอยา่ง (Colletotricum sp. 9 จากใบของวา่นขนัหมากตน้ใหญ่) ออกฤทธ์ิ   
ปานกลางในการตา้นเซลลม์ะเร็งเตา้นม (ตารางท่ี 3.12)  อาจเน่ืองจากชนิดและองคป์ระกอบของอาหารท่ีใช้
เล้ียงเช้ือรา กรรมวธีิการเล้ียง และชนิดของตวัท าลายท่ีใชใ้นการสกดัสารจากเช้ือรา ยงัไม่เหมาะสม
เท่าท่ีควร 
 
ตารางที ่3.10 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัหยาบจากอาหารเล้ียงเช้ือ ท่ีผลิตจากเช้ือรา 
Endophytes 49 ไอโซเลท แยกจากวา่นขนัหมาก ต่อเซลลม์ะเร็งเยือ่บุช่องปาก (KB, 
Human epidermoid carcinoma cell line) ดว้ยวธีิ MTT Colorimetric assay 
 
ส่วนของพืชที่แยกเช้ือรา/ Fungal species IC50 (μg/ml) ของสารสกดัหยาบที่ละลายใน: 
Dimethylsulphoxide (DMSO) Deionized water 
ใบ ต้นเลก็:   
Phomopsis sp. 1 (2H) >100 >100 
Colletotrichum sp. 2 (5H) >100 >100 
Phomopsis sp. 4 (6H) >100 >100 
Phomopsis sp. 5 (7H) >100 >100 
Colletotrichum sp. 3 (9F) >100 >100 
Unknown species 1 (10G) >100 >100 
Colletotrichum sp. 7 (13g) >100 >100 
Colletotrichum sp. 4 (14h) >100 >100 
Colletotrichum sp. 6 (18G) >100 >100 
Daldinia sp. 3 (35f) >100 >100 
หมายเหตุ : IC50 (50% Inhibition concentration), ค่าความเขม้ขน้ของสารท่ีใชท้ดสอบท่ีสามารถฆ่าเซลลม์ะเร็งได้
คร่ึงหน่ึง เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม (Significant values: Crude extracts 30 g/ml; Pure compounds     
4 g/ml)  
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ตารางที ่3.10 (ต่อ) ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัหยาบจากอาหารเล้ียงเช้ือ ท่ีผลิตจาก
เช้ือรา Endophytes 49 ไอโซเลท แยกจากวา่นขนัหมาก ต่อเซลลม์ะเร็งเยือ่บุช่อง
ปาก (KB, Human epidermoid carcinoma cell line) ดว้ยวธีิ MTT Colorimetric 
assay 
 
ส่วนของพืชที่แยกเช้ือรา/ Fungal species IC50 (μg/ml) ของสารสกดัหยาบที่ละลายใน: 
Dimethylsulphoxide (DMSO) Deionized water 
ก้านใบ ต้นเลก็:   
Colletotrichum sp. 1 (1M) >100 >100 
Ascomycete species 9 (41m) >100 >100 
Colletotrichum sp. 2 (3M) >100 >100 
ล าต้น ต้นเลก็:   
Colletotrichum sp. 3 (4J) >100 >100 
Phomopsis sp. 6 (8J) >100 >100 
Colletotrichum sp. 5 (15j) >100 >100 
Muscodor sp. (16j) >100 >100 
โคนต้น ต้นเลก็:   
Unknown species 10 (42t) >100 >100 
Unknown species 12 (44T) >100 >100 
Xylaria sp. 4 (48T) >100 >100 
Xylaria sp. 5 (49T) >100 >100 
ราก ต้นเลก็:   
Unknown species 11 (43r) >100 >100 
Basidiomycete species 3 (45R) >100 >100 
Xylaria sp. 2 (46R) 45 45 
Xylaria sp. 3 (47R) 60 60 
Xylaria sp. 6 (50R) >100 >100 
Xylaria sp. 7 (51R) >100 >100 
ใบ ต้นใหญ่:   
Phomopsis sp. 8 (17b) >100 >100 
Phomopsis sp. 9 (19A) >100 >100 
Phomopsis sp. 10 (20B) >100 >100 
Colletotrichum sp. 7 (22b) >100 >100 
หมายเหตุ : IC50 (50% Inhibition concentration), ค่าความเขม้ขน้ของสารท่ีใชท้ดสอบท่ีสามารถฆ่าเซลลม์ะเร็งได้
คร่ึงหน่ึง เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม (Significant values: Crude extracts 30 g/ml; Pure compounds       
4 g/ml) 
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ตารางที ่3.10 (ต่อ) ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัหยาบจากอาหารเล้ียงเช้ือ ท่ีผลิตจาก
เช้ือรา Endophytes 49 ไอโซเลท แยกจากวา่นขนัหมาก ต่อเซลลม์ะเร็งเยือ่บุช่อง
ปาก (KB, Human epidermoid carcinoma cell line) ดว้ยวธีิ MTT Colorimetric 
assay 
 
ส่วนของพืชที่แยกเช้ือรา/ Fungal species IC50 (μg/ml) ของสารสกดัหยาบที่ละลายใน: 
Dimethylsulphoxide (DMSO) Deionized water 
ใบ ต้นใหญ่ (ต่อ):   
Colletotrichum sp. 9 (29C) 54 54 
Colletotrichum sp. 12 (24B) >100 >100 
Phomopsis sp. 15 (31a) >100 >100 
Unknown species 5 (33b) >100 >100 
Hypoxylon sp. 10 (34a) >100 >100 
ก้าน ต้นใหญ่:   
Unknown species 3 (27E) >100 >100 
Unknown species 4 (28E) >100 >100 
ล าต้น ต้นใหญ่:   
Phomopsis sp. 13 (25d) >100 >100 
Phomopsis sp. 14 (26d) >100 >100 
Daldinia sp. 2 (30D) >100 >100 
โคนต้น ต้นใหญ่:   
Hypoxylon sp.1 (11Q) >100 >100 
Basidiomycete species 1 (12Q) >100 >100 
Colletotrichum sp. 11 (21q) >100 >100 
Unknown species 6 (36Q) >100 >100 
ราก ต้นใหญ่:   
Xylaria sp. 1 (32n) >100 >100 
Unknown species 7 (37N) >100 >100 
Unknown species 8 (38N) >100 >100 
หมายเหตุ : IC50 (50% Inhibition concentration), ค่าความเขม้ขน้ของสารท่ีใชท้ดสอบท่ีสามารถฆ่าเซลลม์ะเร็งได้
คร่ึงหน่ึง เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม (Significant values: Crude extracts 30 g/ml; Pure compounds    
4 g/ml) 
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ตารางที ่3.11 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัหยาบจากเส้นใยของเช้ือรา Endophytes 
จ านวน 17 ไอโซเลท ท่ีแยกจากว่านขนัหมากต่อเซลล์มะเร็งเยื่อบุช่องปาก (KB, 
Human epidermoid carcinoma cell line) ดว้ยวธีิ MTT Colorimetric assay 
 
ส่วนของพืชที่น ามาแยกเช้ือรา/ Fungal species IC50 (μg/ml) 
ใบ ต้นเลก็:  
Unknown species 1 (10G) >100 
11G >100 
Phomopsis sp. 13 (12G) >100 
โคนต้น ต้นเลก็:  
Xylaria sp. 4 (48T) >100 
Xylaria sp. 4 (48T)  >100 
Xylaria sp. 5 (49T)  45 
Xylaria sp. 4 (48T)  45 
ราก ต้นเลก็:  
Basidiomycete species 3 (45R) >100 
Xylaria sp. 6 (50R) >100 
Xylaria sp. 7 (51R) >100 
Xylaria sp. 3 (47R) 75 
Unknown species 11 (43r) >100 
Xylaria sp. 2 (46R) >100 
ใบ ต้นใหญ่:  
Unknown species 5 (33b) >100 
Colletotrichum sp. 11 (8ล ขญ) 80 
ราก ต้นใหญ่:  
Unknown species 8 (38N)  >100 
Unknown species 7 (37N) >100 
หมายเหตุ : IC50 (50% Inhibition concentration), ค่าความเขม้ขน้ของสารท่ีใชท้ดสอบท่ีสามารถฆ่าเซลล ์
มะเร็งไดค้ร่ึงหน่ึง เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม (Significant values: Crude extracts 30 g/ml;  
Pure compounds 4 g/ml) 
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ตารางที ่3.12 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัหยาบจากอาหารเล้ียงเช้ือรา Endophytes 
จ านวน 8 ไอโซเลท ท่ีแยกไดจ้ากว่านขนัหมาก ต่อเซลล์มะเร็งของคน 4 ชนิด และ
เซลลป์กติท่ีไดจ้ากไตของลิง แทนเซลลป์กติของคน ดว้ยวธีิ MTT Colorimetric assay 
 
ส่วนของพืชที่แยกเช้ือรา/ 
Fungal species 
IC50 (μg/ml) ต่อเซลล์มะเร็ง: 
KB Hela MCF-7 HepG2 Vero 
โคนต้น ต้นเลก็:    - - 
Xylaria sp. 4 (48T) >100 - -   
Xylaria sp. 5 (49T) >100 - - - - 
ราก ต้นเลก็:      
Basidiomycete species 3 (45R) >100 - - - - 
Xylaria sp. 2 (46R) 45.67±8.14 - - - - 
Xylaria sp. 3 (47R) 60.00±4.08 - - - - 
Xylaria sp. 6 (50R) >100 - - - - 
Xylaria sp. 7 (51R) >100 - - - - 
ใบ ต้นใหญ่:      
Colletotrichum sp. 9 (29C) 54.00±8.94 50.25±0.50 20.50±1.91 51.00±1.15 45.25±0.50 
 
หมายเหต:ุ IC50 (50% Inhibition concentration), ค่าความเขม้ขน้ของสารท่ีใชท้ดสอบท่ีสามารถฆ่าเซลลม์ะเร็งได้
คร่ึงหน่ึง เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม (Significant values: Crude extracts 30 g/ml; Pure compounds      
4 g/ml) 
KB, Human epidermoid carcinoma (มะเร็งเยือ่บุช่องปาก) 
HeLa, Human cervical carcinoma  (มะเร็งปากมดลูก) 
MCF-7, Human breast adenocarcinoma (มะเร็งเตา้นม) 
Hep-G2, Human hepatocellular carcinoma (มะเร็งตบั) 
Vero, African green monkey (Kidney) cells (เซลลป์กติจากไตลิง) 
 
2)  เช้ือราจากเครือส่ีเหลีย่ม 
จากการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัหยาบจากอาหารเล้ียงเช้ือของเช้ือรา 
Endophytes จากเครือส่ีเหล่ียม ต่อเซลล์มะเร็งเยื่อบุช่องปาก (KB, Human epidermoid carcinoma cell 
line) ดว้ยวิธี MTT Colorimetric assay พบว่าสารสกดัหยาบเพียง 1 ตวัอย่าง (Glomerella sp. 2 ท่ีแยกได้
จากใบ) จาก 21 ตวัอยา่ง ผลิตจากเช้ือรา 21 ไอโซเลท มีค่า IC50 ท่ีแสดงความเขม้ขน้ของสารท่ีใชท้ดสอบ
ท่ีสามารถฆ่าเซลล์มะเร็งได้คร่ึงหน่ึงเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุมนั้นเท่ากบั 75 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ตวัอยา่งสารสกดัหยาบอีก 20 ตวัอยา่ง มีค่ามากกวา่ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางท่ี 3.13) 
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ตารางที ่3.13 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัหยาบจากอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผลิตจากเช้ือรา 
Endophytes ท่ีแยกจากเครือส่ีเหล่ียมจ านวน 21 ไอโซเลท ต่อเซลล์มะเร็งเยื่อบุช่อง
ปาก (KB, Human epidermoid carcinoma cell line) ดว้ยวธีิ MTT Colorimetric assay 
 
ส่วนของเครือส่ีเหลีย่มที่แยกเช้ือรา/ Fungal species/ isolate code IC50 (μg/ml) 
ใบ ตวัอย่างที่ 1:  
Glomerella sp. (1บ ส) >100 
2บ ส >100 
Glomerella sp. 2 (3บ ส) >100 
Glomerella sp. 2 (4บ ส) 75 
Glomerella sp. 3 (5บ ส) >100 
Glomerella sp. 4 (6บ ส) >100 
Glomerella sp. 5 (7บ ส) >100 
Glomerella sp. 5 (8บ ส) >100 
Rosellinia sp. (9บ ส) >100 
Hexagonia sp. (17บ ส) >100 
ล าต้น ตวัอย่างที่ 1:  
10ข ส >100 
11ล ส >100 
12ล ส >100 
13ล ส >100 
Glomerella sp. 3 (14ล ส) >100 
Glomerella sp. 6 (15ล ส) >100 
18ล ส >100 
19ล ส >100 
ใบ ตวัอย่างที่ 2:  
Glomerella sp. 1 (1บ น) >100 
2บ น >100 
ล าต้น ตวัอย่างที่ 2:  
3ล น >100 
หมายเหตุ : IC50 (50% Inhibition concentration), ค่าความเขม้ขน้ของสารท่ีใชท้ดสอบท่ีสามารถฆ่าเซลลม์ะเร็งได้
คร่ึงหน่ึง เม่ือเทียพบกบักลุ่มควบคุม (Significant values: Crude extracts 30 g/ml; Pure compounds 
4 g/ml)     
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3)  เช้ือราจากขันทองพยาบาท 
ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัหยาบจากจากอาหารเล้ียงเช้ือและเส้น
ใยของเช้ือรา Endophytes จากขนัทองพยาบาท ต่อเซลล์มะเร็งเยื่อบุช่องปาก (KB, Human epidermoid 
carcinoma cell line) ดว้ยวิธี MTT Colorimetric assay พบว่าค่า IC50 ท่ีแสดงความเขม้ขน้ของสารท่ีใช้
ทดสอบท่ีสามารถฆ่าเซลล์มะเร็งไดค้ร่ึงหน่ึงเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุมนั้น ตวัอย่างสารสกดัหยาบทุก
ตวัอยา่ง (58 ตวัอยา่ง) มีค่ามากกวา่ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางท่ี 3.14) ซ่ึงไม่มีความเป็นพิษต่อ
เซลลม์ะเร็งของคนท่ีทดสอบ 
 
ตารางที ่3.14 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัหยาบจากอาหารเล้ียงเช้ือและเส้นใยของเช้ือ
รา Endophytes จากขนัทองพยาบาทจ านวน 58 ไอโซเลท ต่อเซลล์มะเร็งเยื่อบุช่องปาก 
(KB, Human epidermoid carcinoma cell line) ดว้ยวธีิ MTT Colorimetric assay 
 
ส่วนของขันทองพยาบาทที่แยกเช้ือรา/ 
Fungal isolate 
IC50 (μg/ml) ของสารสกัดหยาบจาก: 
อาหารเล้ียงเช้ือ เสน้ใย 
ใบ ตวัอย่างที่ 1:   
ท1 >100 >100 
ท2 >100 >100 
ท3 >100 >100 
ท4 >100 >100 
ท5 >100 >100 
ท6 >100 >100 
ท7 >100 >100 
ท8 >100 >100 
ท9 >100 >100 
ท10 >100 >100 
เปลือกของต้น ตวัอย่างที่ 1:   
ท11 >100 >100 
ท12 >100 >100 
ท13 >100 >100 
ท14 >100 >100 
ท15 >100 >100 
ท16 >100 >100 
ท17 >100 >100 
ท18 >100 >100 
ท19 >100 >100 
ท20 >100 80 
หมายเหตุ : IC50 (50% Inhibition concentration), ค่าความเขม้ขน้ของสารท่ีใชท้ดสอบท่ีสามารถฆ่าเซลลม์ะเร็งได้
คร่ึงหน่ึง เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม (Significant values: Crude extracts 30 g/ml; Pure compounds        
4 g/ml)   
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ตารางที ่3.14 (ต่อ) ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัหยาบจากอาหารเล้ียงเช้ือและเส้นใยของ
เช้ือรา Endophytes จากขนัทองพยาบาท 58 ไอโซเลท ต่อเซลลม์ะเร็งเยือ่บุช่องปาก 
(KB, Human epidermoid carcinoma cell line) ดว้ยวธีิ MTT Colorimetric assay 
 
ส่วนของขันทองพยาบาทที่แยกเช้ือรา/ 
Fungal isolate 
IC50 (μg/ml) ของสารสกัดหยาบจาก: 
อาหารเล้ียงเช้ือ เสน้ใย 
ใบ ตวัอย่างที่ 2:   
ท21 >100 >100 
ท22 >100 >100 
ท23 >100 >100 
ท24 >100 >100 
ท25 >100 >100 
ท26 >100 >100 
ท27 >100 >100 
ท28 >100 >100 
เปลือกของต้น ตวัอย่างที่ 2:   
ท29 >100 >100 
ท30 >100 >100 
ท31 >100 >100 
ท32 >100 >100 
ท33 >100 >100 
ท34 >100 >100 
ท35 >100 >100 
ท36 >100 >100 
ท37 >100 >100 
ท38 >100 >100 
ท39 >100 80 
ท40 >100 >100 
ท41 >100 >100 
ใบ ตวัอย่างที่ 3:   
ท42 >100 >100 
ท43 >100 >100 
ท44 >100 >100 
ท45 >100 >100 
ท46 >100 >100 
ท47 >100 >100 
ท48 >100 >100 
ท48 >100 >100 
หมายเหตุ : IC50 (50% Inhibition concentration), ค่าความเขม้ขน้ของสารท่ีใชท้ดสอบท่ีสามารถฆ่าเซลลม์ะเร็งได้
คร่ึงหน่ึง เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม (Significant values: Crude extracts 30 g/ml; Pure compounds       
4 g/ml)   
 
 
 
 
 
 
 
 
66 
 
ตารางที ่3.14 (ต่อ) ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัหยาบจากอาหารเล้ียงเช้ือและเส้นใย
ของเช้ือรา Endophytes จากขนัทองพยาบาท 58 ไอโซเลท ต่อเซลลม์ะเร็งเยือ่บุ
ช่องปาก (KB, Human epidermoid carcinoma cell line) ดว้ยวธีิ MTT 
Colorimetric assay 
 
ส่วนของขันทองพยาบาทที่แยกเช้ือรา/ 
Fungal isolate 
IC50 (μg/ml) ของสารสกัดหยาบจาก: 
อาหารเล้ียงเช้ือ เสน้ใย 
เปลือกของต้น ตวัอย่างที่ 3:   
ท50 >100 >100 
ท51 >100 67 
ท52 >100 85 
ท53 >100 >100 
ท54 >100 >100 
ท55 >100 >100 
ท56 >100 >100 
ท57 >100 >100 
ท58 >100 >100 
หมายเหตุ : IC50 (50% Inhibition concentration), ค่าความเขม้ขน้ของสารท่ีใชท้ดสอบท่ีสามารถฆ่าเซลลม์ะเร็งได้
คร่ึงหน่ึง เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม (Significant values: Crude extracts 30 g/ml; Pure compounds       
4 g/ml)  
 
4)  เช้ือราจากถ่อนหรือทิง้ถ่อน 
การศึกษาคร้ังน้ีมิไดส้กดัแยกเช้ือราเน่ืองจากมีแผนศึกษาพืช 2 ชนิด แต่ไดเ้ก็บ
ตวัอยา่งมามากกวา่แผนเน่ืองจากมีตวัอยา่งพืชในช่วงเวลาศึกษา เพื่อคดัเลือกศึกษา 
3.2.4.2  ความเป็นพษิของสารจากพืชต่อเซลล์มะเร็ง 
1)  ว่านขันหมาก 
ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัหยาบจากวา่นขนัหมากท่ีเก็บรวบรวม
จากท่ีพบเจริญในพื้นท่ีธรรมชาติจงัหวดันครราชสีมา ดว้ยตวัท าละลาย 3 ชนิด คือ Hexane, Chloroform 
และ Methanol ต่อเซลลม์ะเร็งเยือ่บุช่องปาก (KB, Human epidermoid carcinoma cell line) ดว้ยวธีิ MTT 
Colorimetric assay พบวา่ค่า IC50 ท่ีแสดงความเขม้ขน้ของสารท่ีใชท้ดสอบท่ีสามารถฆ่าเซลลม์ะเร็งได้
คร่ึงหน่ึงเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุมนั้น ตวัอยา่งสารสกดัหยาบ 2 ตวัอยา่ง เป็นสารสกดัดว้ย Hexane และ 
Chloroform จากรากและผลของวา่นขนัหมากตน้ใหญ่ มีฤทธ์ิตา้นเซลลม์ะเร็งเยือ่บุช่องปาก (KB)  จึงน า
สารสกดัทั้งหมดมาทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งปากมดลูก (HeLa) และทดสอบความเป็นพิษต่อ
เซลลป์กติท่ีไดจ้ากไตของลิง (Vero) แทนเซลลป์กติของคน  สารสกดัดว้ย Hexane, Chloroform และ 
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Methanol จากรากและผลของวา่นขนัหมากตน้ใหญ่นั้นมีฤทธ์ิตา้นเซลลม์ะเร็งเยือ่บุช่องปาก (KB) และ
มะเร็งปากมดลูก (HeLa) ไดดี้ในระดบัท่ีน่าสนใจ ท่ีค่า IC50 ในช่วงระหวา่ง 10-15 และ 23-34 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร (ตารางท่ี 3.15)  เฉพาะสารสกดัดว้ย Hexane จากรากและผลท่ีแสดงความเป็นพิษต่อเซลล์
ปกติสูงกวา่ท่ีค่า IC50 ท่ีค่า 3.11 และ 7.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั (ตารางท่ี 3.15)  สารสกดั 
Methanol จากทุกส่วนของวา่นขนัหมากตน้ใหญ่และวา่นขนัหมากตน้เล็ก ไม่มีผลในการตา้นเซลลม์ะเร็ง
ทุกชนิดท่ีน ามาทดสอบ ท่ีเหลือมีค่ามากวา่ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางท่ี 3.15) 
จากผลการวจิยัในเบ้ืองตน้สามารถสรุปไดว้า่สารสกดัดว้ยตวัท าละลายอินทรียจ์ากส่วนของพืช
ในวงศ ์ Araceae ชนิดท่ีมีช่ือทัว่ไปวา่วา่นขนัหมาก ออกฤทธ์ิตา้นเซลลม์ะเร็งท่ีเล้ียงไวใ้นหลอดทดลอง
ไดผ้ลดีในระดบัท่ีน่าสนใจ และแสดงฤทธ์ิเฉพาะเจาะจงในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งแต่ละ
อวยัวะท่ีคดัเลือกมาทดสอบ  จึงควรท่ีจะศึกษาในเชิงลึกต่อไป  อยา่งไรก็ตามสารสกดับางชนิดท่ีสกดั
จากรากและผลของพืช แสดงความเป็นพิษค่อนขา้งสูงต่อเซลลป์กติ จึงจ าเป็นตอ้งศึกษาความเป็นพิษ
ของพืชชนิดน้ี ก่อนท่ีจะน าไปท าการศึกษาฤทธ์ิทางเภสัชวทิยาต่อไป 
 
ตารางที ่3.15 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัหยาบจากพืชป่าวา่นขนัหมากดว้ย Hexane, 
Chloroform และ Methanol จากนั้นละลายในน ้าต่อเซลลม์ะเร็ง 2 ชนิด และเซลลป์กติ
จากไตลิง ดว้ยวธีิ MTT Colorimetric assay 
 
ตวัอย่างจาก
ส่วนของพืช 
IC50 (g/ml) 
Crude hexane extract Crude chroloform extract Crude methanol extract 
KB HeLa Vero KB HeLa Vero KB HeLa Vero 
พืชต้นเลก็ 1          
 ใบ >100 >100 - >100 >100 - >100 >100 - 
 ตน้ >100 70.5±8.17 - >100 >100 - >100 >100 - 
 ราก >100 80.83±4.92 - 85.0±0.5 87.0±2.74 - 83.0±0.5 80.0±1.75 - 
 ผล >100 >100 - >100 >100 - >100 >100 - 
พืชต้นใหญ่ 1          
 ใบ >100 >100 - >100 >100 - >100 >100 - 
 ตน้ >100 >100 - >100 >100 - >100 >100 - 
 ราก 12±0.63 15±3.08 3.11±1.72 10.5±0.04 10.0±0.02 - 11.5±0.12 10.0±0.55 - 
 ผล 34.0±2.33 33.67±2.67 7.25±0.67 25.0±0.03 27.0±0.05 - 23.0±0.63 25.0±0.65 - 
หมายเหตุ : IC50 (50% Inhibition concentration), ค่าความเขม้ขน้ของสารท่ีใชท้ดสอบท่ีสามารถฆ่าเซลลม์ะเร็งไดค้ร่ึงหน่ึง 
เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม (Significant values: Crude extracts 30 g/ml; Pure compounds 4 g/ml) 
KB, Human epidermoid carcinoma (มะเร็งเยือ่บุช่องปาก) 
HeLa, Human cervical carcinoma  (มะเร็งปากมดลูก) 
Vero, African green monkey (Kidney) cells (เซลลป์กติจากไตลิง)    
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2)  เครือส่ีเหลีย่ม 
ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัหยาบจากเถา (ล าตน้) กา้นใบ และใบ
ของเครือส่ีเหล่ียม เก็บรวบรวมจากท่ีพบเจริญในพื้นท่ีธรรมชาติจงัหวดันครราชสีมา ดว้ยตวัท าละลาย 3 
ชนิด คือ คือ Hexane, Chloroform และ Methanol ต่อเซลลม์ะเร็งเยือ่บุช่องปาก (KB, Human epidermoid 
carcinoma cell line) ดว้ยวิธี MTT Colorimetric assay พบวา่สารสกดัหยาบจากเถา (ล าตน้) ดว้ย 
Chloroform มีค่า IC50 65 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แสดงความเป็นพิษสูงกวา่ตวัอยา่งสารสกดัหยาบท่ี
เหลือท่ีมีค่ามากกวา่ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางท่ี 3.16)  
 
ตารางที ่3.16 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัหยาบจากเถา (ล าตน้) กา้นใบ และใบของ
เครือส่ีเหล่ียม (จงัหวดันครราชสีมา) ต่อเซลลม์ะเร็งเยือ่บุช่องปาก (KB, Human 
epidermoid carcinoma cell line) ดว้ยวธีิ MTT Colorimetric assay 
 
สารสกดัหยาบจากเครือส่ีเหลี่ยม IC50 (μg/ml) 
เถา (ล าต้น) สกดัดว้ย:  
Hexane  >100 
Chloroform 65 
Methanol >100 
ก้านใบ สกดัดว้ย:  
Hexane >100 
Chloroform >100 
Methanol >100 
ใบ สกดัดว้ย:  
Hexane >100 
Chloroform >100 
Methanol >100 
หมายเหตุ : IC50 (50% Inhibition concentration), ค่าความเขม้ขน้ของสารท่ีใชท้ดสอบท่ีสามารถฆ่า
เซลลม์ะเร็งไดค้ร่ึงหน่ึง เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม (Significant values: Crude extracts       
30 g/ml; Pure compounds 4 g/ml) 
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3)  ขันทองพยาบาท 
จากการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัหยาบจากใบ และเปลือก ของตน้
ขนัทองพยาบาทตวัอยา่งท่ี 1 ท่ีเก็บรวบรวมจากท่ีพบเจริญในพื้นท่ีธรรมชาติ จงัหวดันครราชสีมา ดว้ยตวั
ท าละลาย 3 ชนิด คือ Hexane, Chloroform และ Methanol ต่อเซลลม์ะเร็งเยือ่บุช่องปาก (KB, Human 
epidermoid carcinoma cell line) ดว้ยวธีิ MTT Colorimetric assay พบวา่ค่า IC50 ท่ีแสดงความเขม้ขน้ของ
สารท่ีใชท้ดสอบท่ีสามารถฆ่าเซลลม์ะเร็งไดค้ร่ึงหน่ึงเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุมนั้น ทุกตวัอยา่งมีค่ามา
กวา่ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ตารางท่ี 3.17)  ตามท่ีมีรายงาน สุวชัชยั มิสุนา และคณะ (2552) ศึกษา
ความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งของสารสกดัธรรมชาติของเปลือกตน้ขนัทองพยาบาทท่ีสกดัดว้ย Ethanol มี
ความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งปากมดลูก (HeLa cells) ท่ีค่า Cytoxicity เท่ากบั 80% ท่ีความเขม้ขน้ของสาร
สกดั 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เม่ือใหส้ารสกดัส าผสักบัเซลลเ์ป็นเวลา 24 ชัว่โมง  สารสกดัสมุนไพร
ขนัทองพยาบาทมีความเป็นพิษนอ้ยต่อเซลลป์กติ ทั้ง Human embryonic kidney (HEK293) cell และ 
Mouse fibroblast (NIH3T3) cell  
 
ตารางที ่3.17 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัหยาบจากใบและเปลือกของตน้ขนัทอง 
พยาบาท ท่ีพบในพื้นท่ีธรรมชาติจงัหวดันครราชสีมา ต่อเซลล์มะเร็งเยื่อบุช่องปาก 
(KB, Human epidermoid carcinoma cell line) ดว้ยวธีิ MTT Colorimetric assay 
 
สารสกดัจากขันทองพยาบาท IC50 (μg/ml) 
ใบ สกดัดว้ย:  
Hexane  >100 
Chloroform >100 
Methanol >100 
เปลือกของต้น สกดัดว้ย:  
Hexane >100 
Chloroform >100 
Methanol >100 
หมายเหตุ : IC50 (50% Inhibition concentration), ค่าความเขม้ขน้ของสารท่ีใชท้ดสอบท่ีสามารถฆ่า
เซลลม์ะเร็งไดค้ร่ึงหน่ึง เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม (Significant values: Crude extracts    
30 g/ml; Pure compounds 4 g/ml) 
 
ดา้นการใชป้ระโยชน์ มีรายงานการใชเ้ปลือกของตน้ขนัทองพยาบาทในการรักษาโรคตบั ต่อม
น ้ า เหลือง โรคผิวหนัง และการติดเ ช้ือราตามภูมิปัญญาชาวบ้านไทย (Wutthithamavet, 1997) 
ขนัทองพยาบาทยงัมีฤทธ์ิ Anti-HIV activity และยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนของ Herpes simplex virus (HSV) 
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(Bourinbaiar and Lee-Huang, 1996) Crude extract ของพืชยงัเป็นพิษกบั Human tumor cell lines หลาย
ชนิด (Jahan et al., 2002)   ทรงวทิย ์เขมเศรษฐ ์และ ปนดัดา ปุญญนิรันดร์ (2534) น ารากขนัทองพยาบาท
ท่ีแห้งและบดละเอียดมาสกดัดว้ย Hexane, Chloroform และ Methanol ตามล าดบั น าผลสกดั Hexane, 
Chloroform และ Methanol มาแยกโดยคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบรวดเร็วโดยใช้ซิลิกาเจลเป็น            
ตวัดูดซบั สามารถแยกสารท่ีเป็นของแขง็ไดส้ามชนิด จุดหลอมเหลว 77-80 องศาเซลเซียส เป็นสารผสม
ของสาร 5 ชนิด ซ่ึงคาดว่าเป็น Long chain aliphatic ester ผสมกับ Long chain aliphatic hydrocarbon    
สารท่ีสองเป็นผลึกรูปเข็ม ละเอียดสีขาว จุดหลอมเหลว 205.0-206.5 องศาเซลเซียส เป็นสารผสมของ
ไตรเทอร์พีนอยด์ชนิดหน่ึงคือ -Amyrin และไตรเทอร์พีนอยด์อีกชนิดคือ Bauerenol (D:C-Friedours-
7-en-3-ol(3-β)) สารท่ีสามเป็นของแข็งเม็ดเล็ก สีขาวคล้ายน ้ าตาล จุดหลอมเหลว 171-175 องศา-
เซลเซียส พบวา่เป็นน ้าตาลซูโครส 
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บทที่ 4 
บทสรุป 
4.1  สรุปผลการวจิยั 
เช้ือรา Endophytes อาศยัอยูร่่วมกบัพืชแบบพึ่งพาอาศยั ไม่ก่อใหเ้กิดโรค ราไดรั้บสารอาหารจากพืช 
และช่วยส่งเสริมการเจริญของพืช ท าใหพ้ืชดูดซบัธาตุอาหารไดม้ากข้ึน สามารถท าใหพ้ืชอาศยัตา้นทาน
ต่อโรคและแมลง  การด าเนินงานของโครงการวจิยั ‘เช้ือราท่ีอยูใ่นพืชป่าและความเป็นพิษของสารจาก
เช้ือราและพืชต่อเซลลม์ะเร็ง’ มีผลส าเร็จของการวิจยัครบถว้นตามวตัถุประสงคข์องโครงการ กล่าวคือ 
ไดช้นิดหรือสายพนัธ์ุของเช้ือรา Endophytes ท่ีอยูใ่นพืชป่าซ่ึงพบเจริญในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของ
ประเทศไทย 3 ชนิด (จากแผนการด าเนินงานของโครงการท่ีระบุ 2 ชนิด) ท่ีมีความเป็นไปไดสู้งในการ
ผลิตสารตา้นเซลลม์ะเร็ง ท่ีเป็นสารอินทรียส์กดัดว้ยตวัท าละลายท่ีควรศึกษาเพื่อระบุชนิดของสารต่อไป
ในอนาคต และไดข้อ้มูลฤทธ์ิของสารท่ีผลิตจากเช้ือราบางชนิดท่ีอยูใ่นพืชป่าและจากพืชนั้นๆ ท่ีเป็นพิษ
กบัเซลลม์ะเร็งของคน และเซลลป์กติ ดงัน้ี 
4.1.1  สายพนัธ์ุของเช้ือราทีอ่ยู่ในพืชป่า (Endophytic fungi) 
ไดค้ดัแยกเช้ือราบริสุทธ์ิท่ีอยูใ่นพืชป่าท่ีไม่เป็นโรคหรือแมลงท าลาย จ านวนทั้งส้ิน 183      
ไอโซเลท จากพืชท่ีเลือกมาศึกษา 3 ชนิด  เม่ือวิเคราะห์ชนิดและสายพนัธ์ุของเช้ือราโดยใชล้กัษณะทาง
สัณฐานท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือและล าดบันิวคลีโอไทด์ของ 18S rRNA gene  พบวา่เช้ือรา Endophytes 
จ านวน 103 ไอโซเลท จากพืชป่าชนิดแรกในวงศ ์Araceae ชนิดท่ีมีช่ือทัว่ไปวา่ ‘วา่นขนัหมาก’ ซ่ึงเป็น
ตวัอยา่งวา่นขนัหมากท่ีมีขนาดตน้เล็ก (ความสูงโดยเฉล่ีย 45 เซนติเมตร เส้นผา่ศูนยก์ลางของล าตน้
ประมาณ 1 เซนติเมตร) จ  านวน 2 ตวัอยา่ง  และวา่นขนัหมากท่ีมีขนาดตน้ใหญ่ (ความสูงโดยเฉล่ีย            
60-120 เซนติเมตร เส้นผา่ศูนยก์ลางของล าตน้ 1-2 เซนติเมตร) 2 ตวัอยา่ง พบวา่รา Endophytes ท่ีคดัแยก
จากวา่นขนัหมากตน้เล็กตวัอยา่งท่ี 1 จากใบ กา้นใบ ล าตน้ โคนตน้ และราก จ านวน 8, 2, 2, 3 และ 5          
ไอโซเลท ตามล าดบั รวมทั้งส้ิน 20 ไอโซเลท เป็นราสกุลเด่น คือ Colletotrichum และ Phomopsis   ส่วน
เช้ือรา Endophytes ท่ีคดัแยกไดจ้ากวา่นขนัหมากตน้เล็กตวัอยา่งท่ี 2 จากใบ กา้นใบ ล าตน้ โคนตน้ และ
ราก มีจ านวนนอ้ยกวา่ตวัอยา่งท่ี 1 คือคดัแยกไดจ้  านวน 3, 1, 2, 1 และ 1 ไอโซเลท ตามล าดบั รวมทั้งส้ิน 
8 ไอโซเลท เป็นราสกุลเด่น คือ Colletotrichum, Daldinia และกลุ่ม Ascomycetes ท่ียงัไม่สามารถระบุ
สกุลไดแ้น่นอนจากการศึกษาเบ้ืองตน้น้ี 
เช้ือรา Endophytes ท่ีแยกไดจ้ากวา่นขนัหมากตน้ใหญ่ตวัอยา่งท่ี 1 ท่ีแยกไดจ้ากใบ กา้นใบ         
ล าตน้ โคนตน้ และราก จ านวน 40, 2, 9, 3 และ 11 ไอโซเลท ตามล าดบั รวมทั้งส้ิน 65 ไอโซเลท เป็นรา
สกุลเด่น คือ Colletotrichum, Phomopsis และ Guignardia   ในขณะท่ีเช้ือราท่ีคดัแยกไดจ้ากวา่น
 
 
 
 
 
 
 
 
 
72 
ขนัหมากตน้ใหญ่ตวัอยา่งท่ี 2 จากใบ ล าตน้ โคนตน้ และราก จ านวน 6, 2, 1 และ 1 ไอโซเลท ตามล าดบั 
รวมทั้งส้ิน 10 ไอโซเลท เป็นราสกุลเด่น คือ Colletotrichum, Phomopsis และ Xylaria 
กรณีผลของพืชป่าชนิดวา่นขนัหมากท่ีพบเจริญในจงัหวดันครราชสีมาและน ามาศึกษา ชนิดท่ีมี
ขนาดตน้เตม็วยัเล็กและพืชท่ีมีขนาดตน้ใหญ่ ไม่พบเช้ือรา Endophytes ในทุกตวัอยา่ง แต่ส่วนอ่ืนของ
พืชทั้งสองขนาดตน้มีชนิดของรา Endophytes ท่ีค่อนขา้งคลา้ยกนั กล่าวคือ ราท่ีคดัแยกไดจ้ากวา่น
ขนัหมากตน้เล็กท่ีแยกไดจ้ากใบ กา้นใบ ล าตน้ โคนตน้ และราก จ านวน 11, 3, 4, 4 และ 6 ไอโซเลท 
ตามล าดบั รวมทั้งส้ิน 28 ไอโซเลท เป็นราสกุลเด่น คือ Colletotrichum, Daldinia และ Phomopsis  ขณะท่ี
รา Endophytes ท่ีคดัแยกไดจ้ากวา่นขนัหมากตน้ใหญ่ จากใบ กา้นใบ ล าตน้ โคนตน้ และราก จ านวน 46, 
2, 11, 4 และ 12 ไอโซเลท ตามล าดบั รวมทั้งส้ิน 75 ไอโซเลท  จากท่ีไดเ้ลือกเช้ือราท่ีคดัแยกไดน้ี้จ านวน 
26 ไอโซเลท มาวเิคราะห์ชนิด พบวา่เป็นราสกุลเด่น คือ Colletotrichum, Guignardia, Phomopsis และ 
Xylaria  ยงัมีราท่ีคดัแยกไดอี้กจ านวน 49 ไอโซเลท ท่ีไม่ไดว้เิคราะห์ชนิด เน่ืองจากขอ้จ ากดัดา้น
งบประมาณและเวลาของโครงการวจิยั 
รา Endophytes จ านวน 22 ไอโซเลท คดัแยกไดจ้ากพืชป่าชนิดท่ีสองมีช่ือทัว่ไปวา่ ‘เครือ
ส่ีเหล่ียม’ เจริญในพื้นท่ีธรรมชาติจงัหวดันครราชสีมา จากการแยกเช้ือราท่ีอยูใ่นส่วนใบและเถา (ล าตน้) 
ของเครือส่ีเหล่ียม พบเช้ือราจากใบท่ีคดัแยกไดม้ากท่ีสุดจ านวน 13 ไอโซเลท  และคดัแยกจากล าตน้ได้
จ  านวน 9 ไอโซเลท เป็นราในสกุล Glomerella เป็นหลกั ทั้งเช้ือราท่ีแยกไดจ้ากใบและเถาของเครือ
ส่ีเหล่ียม  และพบ Ascomycetes ในสกุล Rosellinia และ Xylaria จากใบอีกดว้ย  ทั้งน้ียงัมีรา Endophytes 
ท่ีแยกไดจ้ากใบและเถาอีก 1 และ 6 ไอโซเลท ตามล าดบั ท่ียงัมิไดว้เิคราะห์ชนิด ดว้ยขอ้จ ากดัของ
งบประมาณและระยะเวลาด าเนินงานของโครงการ 
เช้ือรา Endophytes จากพืชป่าชนิดสุดทา้ยมีช่ือทัว่ไปวา่ ‘ขนัทองพยาบาท’ จากการแยกเช้ือรา
จากพืชขนัทองพยาบาทจ านวน 3 ตวัอยา่ง รวบรวมจากท่ีพบเจริญในพื้นท่ีธรรมชาติจงัหวดันครราชสีมา 
ไดเ้ช้ือราทั้งส้ิน 58 ไอโซเลท เป็นเช้ือราท่ีแยกจากใบไดจ้ านวน 26 ไอโซเลท และคดัแยกเช้ือราจาก
เปลือกของตน้ไดจ้  านวน 32 ไอโซเลท ตามล าดบั ดว้ยระยะเวลาและงบประมาณท่ีจ ากดัจึงเล้ียงเช้ือรา
เพื่อทดสอบฤทธ์ิของสารสกดัหยาบจากอาหารท่ีผา่นการเล้ียงเช้ือและเส้นใยของเช้ือรา ต่อเซลลม์ะเร็ง 
ก่อนการระบุชนิดของเช้ือรา  
สายพนัธ์ุของเช้ือราจากพืชป่าท่ีคดัแยกได ้มีการจดัเก็บรักษาเช้ือพนัธ์ุ (Culture collection) ดว้ยวิธี
มาตรฐานของการเก็บเช้ือพนัธ์ุจุลินทรียใ์ห้มีชีวิตรอดไดน้าน โดยยงัมีความบริสุทธ์ิและไม่เปล่ียนแปลง
ลกัษณะทางพนัธุกรรม  การเก็บรักษาเช้ือพนัธ์ุโดยเก็บรักษาดว้ย 2 วิธี คือ เก็บในสภาพแห้งบนกระดาษ
กรองและการเก็บรักษาในกลีเซอรอล 10% ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เป็นวิธีการเก็บรักษาท่ีดี             
สายพนัธ์ุของเช้ือราท่ีอยู่ในพืชป่าเหล่าน้ี สามารถน าไปสู่การคน้พบทางวิชาการระดบัสูงและส่งผลถึง       
การใชป้ระโยชน์ในการผลิตเมแทบอไลทใ์นระดบัอุตสาหกรรมได ้
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4.1.2  พืชป่าทีม่ีเช้ือราอยู่อาศัย 
จากแผนการด าเนินงานตอ้งการตวัอย่างพืชป่าเป้าหมาย 2 ชนิด จากพืช 4 กลุ่มหลัก ท่ีได้
ส ารวจพื้นท่ีจงัหวดันครราชสีมาและจงัหวดัใกลเ้คียงในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทยท่ีมี
การเจริญของพืชป่าในเบ้ืองตน้  พืชเหล่าน้ีพบการเจริญทั้งในและนอกเขตป่าสงวน ช่วงเวลาของการ
ด าเนินการวิจยั รวบรวมพืชได ้4 ชนิด คือ วา่นขนัหมาก (พืชวงศ ์Araceae) เครือส่ีเหล่ียม (พืชประเภท
ไมเ้ถา) ขนัทองพยาบาท (พืชในวงศ ์Euphorbiaceae) และถ่อนหรือทิ้งถ่อน (พืชในวงศ ์Leguminosae) 
ตามระยะการเจริญ ณ ช่วงนั้น และด าเนินการวิเคราะห์ชนิดของพืชตามลกัษณะทางสัณฐาน เพื่อเลือก
พืช 2 ชนิด ส าหรับศึกษาเช้ือรา Endophytes และความเขม้ขน้ของสารจากเช้ือราและพืชต่อเซลลม์ะเร็ง 
พืชป่าท่ีมีช่ือทัว่ไปวา่ ‘วา่นขนัหมาก’ เป็นพืชท่ีคนไทยในชนบทน ามาใชใ้นการรักษาโรคมะเร็ง
และโรคอ่ืนๆ ตามภูมิปัญญาพื้นบา้นอยูแ่ลว้ แต่ขาดความรู้และขอ้มูลทางวชิาการ  จากการรวบรวม
ตวัอยา่งพืชป่าในวงศ ์ Araceae  ชนิดท่ีมีช่ือทัว่ไปวา่ ‘วา่นขนัหมาก’ เป็นไมล้ม้ลุก จากการส ารวจพบ
เฉพาะในพื้นท่ีป่าเบญจพรรณ จงัหวดันครราชสีมา มีการบริโภคผลสุกกนัอยา่งกวา้งขวางดว้ยความเช่ือ
วา่รักษาโรคไดค้รอบจกัรวาล แต่ขาดขอ้มูลทางวชิาการ  ตวัอยา่งพืชท่ีเก็บรวบรวมไดมี้ 2 ขนาดของตน้
ท่ีเจริญเตม็วยั คือ พืชท่ีมีขนาดตน้เล็ก มีความสูงโดยเฉล่ีย 45 เซนติเมตร เส้นผา่ศูนยก์ลางของล าตน้
ประมาณ 1 เซนติเมตร และพืชท่ีมีขนาดตน้ใหญ่ มีความสูงโดยเฉล่ีย 60-120 เซนติเมตร เส้นผา่ศูนยก์ลาง
ของล าตน้ 1-2 เซนติเมตร วา่นขนัหมากทั้งขนาดตน้เล็กและตน้ใหญ่ท่ีพบเป็นพืชดอกมีช่ือวทิยาศาสตร์
วา่ Aglaonema simplex (Blume) Blume  ช่ือพอ้ง Aglaonema tenuipes Engl. ไดเ้ก็บตวัอยา่งพืชท่ีมีขนาด
ตน้เล็กจ านวน 4 ซ ้ า และตน้ใหญ่จ านวน 3 ซ ้ า เพื่อเลือกศึกษาเช้ือรา Endophytes และความเป็นพิษของ
สารจากเช้ือราและจากพืชต่อเซลลม์ะเร็งของคน 
พืชประเภทไมเ้ถาชนิดท่ีชาวบา้นเรียกวา่ ‘เครือส่ีเหล่ียม’ พบไดท้ัว่ไปในป่าเบญจพรรณแถบ
จงัหวดันครราชสีมาและบุรีรัมย ์ ยงัไม่สามารถระบุชนิดไดเ้น่ืองจากพบเฉพาะระยะเป็นใบและล าตน้ 
(เถา) ซ่ึงเถามีลกัษณะเป็นส่ีเหล่ียม เส้นผา่ศูนยก์ลาง 0.3-0.5 เซนติเมตร ใบเด่ียวออกตรงขา้มเป็นคู่ กวา้ง
ประมาณ 4-5 เซนติเมตร ยาวประมาณ 10-12 เซนติเมตร ‘เครือส่ีเหล่ียม’ ท่ีเป็นช่ือทอ้งถ่ินของพืชท่ีพบ
ในประเทศไทยก็มีรายงาน แต่มีลกัษณะทางสัณฐานของพืชแตกต่างจากลกัษณะของตวัอยา่งพืชท่ีทาง
โครงการไดเ้ก็บมาศึกษา โดยลกัษณะของพืชตามระบุในหนงัสือสมุนไพรมีช่ือทัว่ไปวา่ เครือโงบ ช่ือ
วทิยาศาสตร์ Uncaria homomalla Miq. จดัอยูใ่นวงศเ์ขม็ (Rubiaceae)  
พืชในวงศ ์Euphorbiaceae ชนิดท่ีมีช่ือเรียกทัว่ไปวา่ ‘ขนัทองพยาบาท’ พบทั้งท่ีเป็นไมพุ้ม่ขนาด
ใหญ่และไมย้นืตน้ขนาดยอ่ม มีรายงานวา่เปลือกตน้มีรสเบ่ือเมา มีสรรพคุณแกโ้รคมะเร็ง เร้ือน 
คุดทะราด กลากและเกล้ือน ท าใหฟั้นทน รักษาโรคตบัพิการ แกป้ระดง แกพ้ิษในกระดูก แกโ้รคผวิหนงั 
ฆ่าพยาธิ   ส่วนเน้ือไมมี้รสเบ่ือเมา มีสรรพคุณแกล้มพิษ แกไ้ข ้แกก้ามโรค ระบุวา่พบขนัทองพยาบาท
เจริญอยูใ่นป่าฝนเขตร้อนแถบภาคกลาง ภาคตะวนัออก และภาคใตข้องประเทศไทย เก็บจากพื้นท่ี
ธรรมชาติในจงัหวดันครราชสีมาจ านวน 3 ตวัอยา่ง ตามขอ้มูลจากกรมป่าไม ้ ขนัทองพยาบาทมีช่ือ
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วทิยาศาสตร์วา่ Suregada multiflora (A.Juss.) Baill. ช่ือพอ้ง Gelonium multiflorum เป็นไมพุ้ม่หรือไม้
ตน้ขนาดเล็ก สูง 8-10 เมตร ไม่ผลดัใบ 
ถ่อน หรือ ทิ้งถ่อน อยูใ่นวงศ ์Leguminosae เป็นไมด้อกยืนตน้ สูงถึง 10-20 เมตร มีช่ือทัว่ไปวา่
ถ่อนหรือทิ้งถ่อนพบเจริญในพื้นท่ีธรรมชาติในจงัหวดันครราชสีมา มีช่ือวทิยาศาสตร์วา่ Albizia procera 
(Roxb.) Benth.  สรรพคุณซ่ึงเป็นขอ้มูลของประเทศไทยระบุวา่ รากและแก่น แกเ้จบ็เอว แกเ้จบ็หลงั แก้
เส้นตึง แกท้อ้งอืด และเปลือกตน้ท าใหเ้จริญอาหาร แกธ้าตุพิการ  
4.1.3  ข้อมูลด้านศักยภาพในการผลติสารออกฤทธ์ิทีเ่ป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทั้งจากเช้ือราและพืช 
ขอ้มูลดา้นศกัยภาพในการผลิตสารออกฤทธ์ิท่ีเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งทั้งจากเช้ือราและพืชจาก
การศึกษาความเป็นพิษของสารท่ีผลิตจากเช้ือราและจากพืชต่อเซลล์มะเร็ง  โดยทดสอบความเป็นพิษของ
สารสกดัหยาบท่ีไดจ้ากอาหารท่ีผา่นการเล้ียงเช้ือรา และการใชต้วัท าละลาย Ethanol สกดัจากเส้นใยของ
เช้ือรา Endophytes  และสารสกดัหยาบท่ีไดจ้ากส่วนของพืชเป้าหมาย ไดแ้ก่ ใบ กา้นใบ ผล ล าตน้ และ
ราก ดว้ยตวัท าละลายอินทรีย ์3 ชนิด คือ Hexane, Chloroform และ Methanol  ต่อเซลล์มะเร็งท่ีเล้ียงไวใ้น
หลอดทดลอง (in vitro) ดว้ยวธีิ MTT Colorimetric assay โดยเลือกเซลล์มะเร็งเยือ่บุช่องปาก (KB, Human 
epidermoid carcinoma cell line) เพื่อคดักรองสารสกดัหยาบในเบ้ืองตน้ จากนั้นจึงเลือกสารท่ีมีฤทธ์ิไป
ทดสอบกบัเซลล์มะเร็งชนิดอ่ืนท่ีพบมากและก าลังเป็นปัญหาต่อการรักษาผูป่้วยในประเทศไทย คือ 
มะเร็งปากมดลูก  (Human cervical carcinoma)  มะเร็งเต้านม  (Human breast adenocarcinoma, MCF-7)  
และมะเร็งตบั (Human hepatocellular carcinoma, Hep-G2)  ศึกษาความเป็นพิษของสารสกดัท่ีมีต่อเซลล์
ปกติโดยใชเ้ซลล์ปกติท่ีไดจ้ากไตของลิง (Vero, African green monkey kidney epithelial cell line) แทน
เซลล์ปกติของคน   วิ เคราะห์ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านเซลล์มะเ ร็ง เป็นค่ า  IC50 (50% Inhibition 
concentration เป็นค่าความเขม้ขน้ของสารท่ีใชท้ดสอบท่ีสามารถฆ่าเซลล์มะเร็งไดค้ร่ึงหน่ึงเม่ือเทียบกบั
กลุ่มควบคุม) มาตรฐานของสารบริสุทธ์ิท่ีสามารถยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนเซลล์มะเร็งตอ้งมีค่านอ้ยกวา่หรือ
เท่ากบั 30 และ 4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส าหรับสารสกดัหยาบและสารบริสุทธ์ิ ตามล าดบั จึงจะจดัว่า
เป็นสารมีฤทธ์ิท่ีควรพฒันาใชป้ระโยชน์ต่อไป การศึกษาความเป็นพิษของสารท่ีผลิตจากเช้ือราและจาก
พืชต่อเซลลม์ะเร็งไดผ้ลดงัน้ี 
4.1.3.1  สารออกฤทธ์ิจากเช้ือรา 
ผลิตสารออกฤทธ์ิตา้นเซลลม์ะเร็ง ดว้ยการเล้ียงเช้ือราท่ีแยกไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือ
ชนิดเหลว Malt extract broth แบบ Batch culture ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-5 สัปดาห์ ตาม
ความสามารถในการเจริญของเช้ือราแต่ละไอโซเลท เก็บเก่ียวส่วนของอาหารเหลวภายหลงัการเล้ียงเช้ือ
ดว้ยการกรองและป่ันแยกเซลลห์รือเส้นใยออกจากอาหาร และเตรียมผงแหง้ของอาหารเหลวและเส้นใย
เช้ือราดว้ยเทคนิคการท าแหง้เยอืกแขง็ (Lyophilization)  จากการศึกษาในขั้นตอนน้ีไดเ้ก็บเส้นใยแบบ
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สุ่มตามชนิดของเช้ือราท่ีเล้ียงไดป้ริมาณมากเพื่อสกดัสารและทดสอบฤทธ์ิของสารต่อเซลลม์ะเร็งของ
คน  
ความเป็นพิษของสารท่ีผลิตจากเช้ือราจากวา่นขนัหมากต่อเซลลม์ะเร็ง ทีท่ดสอบสารสกดัหยาบ
จากอาหารเหลวท่ีผา่นการเล้ียงเช้ือแลว้จ านวน 49 ตวัอยา่ง (ไอโซเลท) และสารจากเส้นใยของเช้ือรา
จ านวน 17 ตวัอยา่ง ดา้นความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งเยื่อบุช่องปาก (KB)  พบวา่สารสกดัหยาบจากอาหาร
เล้ียงเช้ือ 2 ตวัอยา่ง (Colletotrichum sp. 9 และ Xylaria sp. 3) มีผลท่ีสังเกตไดท่ี้เหลือไม่มีผลในการตา้น
เซลลม์ะเร็งชนิด KB (ตารางท่ี 3.10) แต่สารสกดัดว้ยเอทานอลท่ีสกดัจากเส้นใยของเช้ือราจ านวน 4 ตวัอยา่ง 
(Colletotrichum sp. 11 และ Xylaria species 3, 4 และ 5) มีฤทธ์ิอยา่งอ่อนในการตา้นเซลลม์ะเร็งชนิด KB 
(IC50 เท่ากบั 80, 75, 45 และ 45 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั) จึงไดท้ดสอบสารสกดัหยาบจาก
อาหารเล้ียงเช้ือกบัเซลลม์ะเร็งชนิดอ่ืนเพิ่มเติม คือ มะเร็งปากมดลูก (HeLa)  มะเร็งเตา้นม (MCF-7)  และ
มะเร็งตบั (Hep-G2)  พบวา่สารสกดัหยาบจากอาหารเล้ียงเช้ือจ านวน 1 ตวัอยา่ง (Colletotricum sp. 9 จาก
ใบของวา่นขนัหมากตน้ใหญ่) มีฤทธ์ิอยา่งอ่อนในการตา้นเซลลม์ะเร็งชนิด KB, HeLa, Hep-G2 และ
เซลลป์กติ Vero (IC50 เท่ากบั 54, 50, 51 และ 45 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั) แต่มีผลดีกบั       
MCF-7 (IC50 เท่ากบั 20.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
ส าหรับเช้ือราจากเครือส่ีเหล่ียม จากการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัหยาบจากจากอาหาร
เล้ียงเช้ือของเช้ือรา Endophytes จากเครือส่ีเหล่ียม ต่อเซลล์มะเร็งเยื่อบุช่องปาก (KB) พบวา่สารสกดัหยาบ
เพียง 1 ตวัอยา่ง (Glomerella sp. 2 ท่ีแยกไดจ้ากใบ) จาก 21 ตวัอยา่ง ผลิตจากเช้ือรา 21 ไอโซเลท มีผลท่ีสังเกต
ได ้ค่า IC50 เท่ากบั 75 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตวัอยา่งสารสกดัหยาบท่ีเหลือมีค่ามากกว่า 100 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร 
ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดหยาบจากจากอาหารเล้ียงเช้ือและเส้นใยของเช้ือรา 
Endophytes จากขนัทองพยาบาท ต่อเซลล์มะเร็งเยื่อบุช่องปาก (KB) พบว่าค่า IC50 ตวัอย่างสารสกดัหยาบ
ทุกตวัอย่าง (58 ตวัอย่าง) มีค่ามากว่า 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  ส่วนเช้ือราจากถ่อนหรือทิ้งถ่อนไม่ได้
สกดัแยกเช้ือราเน่ืองจากมีแผนศึกษาพืช 2 ชนิด แต่ไดเ้ก็บตวัอยา่งมามากกวา่แผนเน่ืองจากมีตวัอยา่งพืชใน
ช่วงเวลาศึกษา เพื่อคดัเลือกศึกษา 
4.1.3.2  สารออกฤทธ์ิจากพืช 
ตวัอยา่งพืชท่ีน ามาศึกษาจากแผนท่ีวางไวมี้ 2 ชนิด แต่ไดเ้ก็บตวัอยา่งพืชป่าท่ีพบ
เจริญในพื้นท่ีธรรมชาติในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ มา 4 ชนิด คือ วา่นขนัหมาก (Aglaonema simplex 
(Blume) Blume หรือ Aglaonema tenuipes Engl.)  เครือส่ีเหล่ียม (ยงัไม่สามารถระบุชนิดจ าเป็นตอ้ง
ติดตามการเจริญ)  ขนัทองพยาบาท (Suregada multiflora (A.Juss.) Baill.)  และถ่อน (Albizia procera 
(Roxb.) Benth.)  โดยสกดัสารจากส่วนของพืชตามท่ีจดัหาไดใ้นช่วงเวลาของการศึกษา ส าหรับพืชป่าท่ี
มีช่ือวา่ “ถ่อน” ไม่ไดท้ดลองสกดัตวัอยา่งพืชท่ีเก็บมาเน่ืองจากเป็นตวัอยา่งท่ีเก็บมามากกวา่แผนการ
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ด าเนินงาน จากการสกดัสารจากส่วนต่างๆ ของพืช ไดแ้ก่ ใบ ล าตน้หรือเปลือก ผล และราก ดว้ยตวัท า
ละลายอินทรียท่ี์มีความมีขั้วนอ้ยและมากข้ึนเป็นล าดบั 3 ชนิด คือ Hexane, Chloroform และ Methanol  
กรองแยกเอากากออกและระเหยสารสกดัดงักล่าวดว้ยเคร่ืองระเหยสารแบบหมุน (Rotary evaporator) 
เพื่อแยกตวัท าละลายออกแลว้จึงละลายในน ้าหรือ Dimethylsulphoxide (DMSO) ใหไ้ดส้ารสกดัหยาบ 
ทดสอบกบัเซลลม์ะเร็งเยือ่บุช่องปาก (KB) เพื่อการคดักรองก่อนทดสอบกบัเซลลม์ะเร็งชนิดอ่ืน 
กรณีวา่นขนัหมาก ไดส้กดัสารจากพืชตน้เล็ก 1 ตวัอยา่ง และพืชตน้ใหญ่ 1 ตวัอยา่ง แต่ละ
ตวัอยา่งพืชมีส่วนของ ใบ ล าตน้ (ไม่มีส่วนเปลือกท่ีแยกออกจากล าตน้) ผล และราก พบวา่สารสกดั
หยาบจากใบและผลวา่นขนัหมากตน้เล็กท่ีสกดัดว้ย Hexane และ Methanol มีผลผลิต (Yield) สูงสุด คือ 
7.499 และ 7.587% ตามล าดบั สารสกดัหยาบจากใบ ผล ตน้ และรากวา่นขนัหมากตน้เล็กท่ีสกดัดว้ย 
Methanol ได ้Yield เท่ากบั 4.064, 7.587, 1.446 และ 0.717% ตามล าดบั  วา่นขนัหมากตน้ใหญ่พบสาร
สกดัจากใบ ผล ตน้ และราก ท่ีสกดัดว้ย Methanol มีปริมาณสารสกดัหยาบสูงสุดท่ี 1.925, 3.700, 3.633 
และ 2.178% ตามล าดบั  เม่ือทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัหยาบจากวา่นขนัหมาก พบตวัอยา่งสาร
สกดัหยาบ 2 ตวัอยา่ง เป็นสารสกดัจากรากและผลของวา่นขนัหมากตน้ใหญ่ทุกตวัอยา่งมีฤทธ์ิตา้น
เซลลม์ะเร็งเยือ่บุช่องปาก (KB) และ มะเร็งเยือ่ปากมดลูก (HeLa) ไดดี้ในระดบัท่ีน่าสนใจ ท่ีค่า IC50 
ในช่วงระหวา่ง 10-15 และ 23-34 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เฉพาะสารสกดัดว้ย Hexane จากรากและผลท่ี
แสดงความเป็นพิษต่อเซลลป์กติสูงกวา่ท่ีค่า IC50 ท่ีค่า 3.11 และ 7.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั 
สารสกดั Methanol จากทุกส่วนของวา่นขนัหมากตน้ใหญ่และวา่นขนัหมากตน้เล็ก ไม่มีผลในการตา้น
เซลลม์ะเร็งทุกชนิดท่ีน ามาทดสอบ ท่ีเหลือมีค่า IC50 มากวา่ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร   จากผลการวจิยั
ในเบ้ืองตน้สามารถสรุปไดว้า่สารสกดัดว้ยตวัท าละลายอินทรียจ์ากส่วนของพืชในวงศ ์Araceae ชนิดท่ีมี
ช่ือทัว่ไปวา่วา่นขนัหมาก ออกฤทธ์ิตา้นเซลลม์ะเร็งท่ีเล้ียงไวใ้นหลอดทดลองไดผ้ลดีในระดบัท่ีน่าสนใจ 
และแสดงฤทธ์ิเฉพาะเจาะจงในการยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งแต่ละอวยัวะท่ีคดัเลือกมาทดสอบ  จึง
ควรท่ีจะศึกษาในเชิงลึกต่อไป  อยา่งไรก็ตามสารสกดับางชนิดท่ีสกดัจากรากและผลของพืช แสดงความ
เป็นพิษค่อนขา้งสูงต่อเซลลป์กติ จึงจ าเป็นตอ้งศึกษาความเป็นพิษของพืชชนิดน้ี ก่อนท่ีจะน าไป
ท าการศึกษาฤทธ์ิทางเภสัชวทิยาต่อไป 
สารจากเถา (ล าตน้) กา้นใบ และใบของเครือส่ีเหล่ียมพบวา่ปริมาณสารสกดัหยาบท่ีสกดัดว้ย 
Methanol ท่ีมีความเป็นขั้วสูงสุดใหผ้ลผลิต (Yield เท่ากบั 4.460, 2.387 และ 6.990% ตามล าดบั) สูงกวา่
ตวัท าละลาย Hexane (Yield เท่ากบั 0.580, 0.772 และ 2.844% ตามล าดบั) และ Chloroform (Yield เท่ากบั 
0.320, 0.704 และ 2.819% ตามล าดบั)   ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัหยาบจากเถา (ล าตน้) 
กา้นใบ และใบของเครือส่ีเหล่ียม พบวา่ค่าสารสกดัหยาบจากเถา (ล าตน้) ดว้ย Chloroform มีค่า IC50 65 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แสดงความเป็นพิษสูงกวา่ตวัอยา่งสารสกดัหยาบท่ีเหลือท่ีมีค่ามากกวา่ 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
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สารสกดัหยาบจากใบและเปลือกของล าตน้ขนัทองพยาบาท (ทางโครงการมิไดต้ดัตน้พืช) 
พบวา่สารท่ีมีปริมาณมากไดจ้ากใบ ปริมาณสารสกดัหยาบท่ีสกดัดว้ย Methanol ไดผ้ลผลิต (Yield) 
สูงสุด คือ 6.273%  ส่วนการสกดัดว้ย Hexane และ Chloroform ซ่ึงมีความเป็นขั้วต ่ากวา่ Methanol ได ้
Yield เท่ากบั 2.953 และ 2.646% ตามล าดบั  สารสกดัหยาบจากใบและเปลือกของตน้ขนัทองพยาบาท ท่ี
เก็บรวบรวมจากท่ีพบเจริญในพื้นท่ีธรรมชาติจงัหวดันครราชสีมา ทุกตวัอยา่งมีค่า IC50 มากกวา่ 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
โดยภาพรวมผลของสารสกดัท่ีไดจ้ากเช้ือราและพืชท่ีแสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งและท่ี
เป็นพิษและไม่เป็นพิษกบัเซลลป์กติของคน สรุปไดว้า่สารสกดัดว้ยตวัท าละลายอินทรียจ์ากส่วนของพืช
ในวงศ ์Araceae ชนิดท่ีมีช่ือทัว่ไปวา่วา่นขนัหมาก ออกฤทธ์ิตา้นเซลล์มะเร็งท่ีเล้ียงไวใ้นหลอดทดลอง
ไดผ้ลดีในระดบัท่ีน่าสนใจ และแสดงฤทธ์ิเฉพาะเจาะจงในการยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งแต่ละ
อวยัวะท่ีคดัเลือกมาทดสอบ  จึงควรท่ีจะศึกษาในเชิงลึกต่อไป  อย่างไรก็ตามสารสกดับางชนิดท่ีสกดั
จากรากและผลของพืช แสดงความเป็นพิษค่อนขา้งสูงต่อเซลลป์กติ 
4.1.4  องค์ความรู้ใหม่ด้านเช้ือราทีอ่ยู่ในพืชป่าทีม่ีสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของประเทศไทย 
องคค์วามรู้ใหม่ดา้นเช้ือราท่ีอยูใ่นพืชป่าท่ีมีสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของประเทศไทย 
ดงัระบุขา้งตน้น้ี ช่วยส่งเสริมการอนุรักษแ์ละใชป้ระโยชน์ทรัพยากรพืชและทรัพยากรจุลินทรียท่ี์คุม้ค่า 
4.2  ข้อเสนอแนะ 
ผลส าเร็จของโครงการวิจัย ‘เช้ือราท่ีอยู่ในพืชป่าและความเป็นพิษของสารจากเช้ือราและพืชต่อ
เซลล์มะเร็ง’ เป็นพื้นฐานส าคญัในการศึกษาพืชป่าและเช้ือราท่ีอาศยัในพืชป่าของประเทศไทย โดยเฉพาะ
อยา่งยิง่ในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ และควรมีการศึกษาต่อในส่วนท่ีเก่ียวขอ้งในประเด็นดงัต่อไปน้ี  
1) การทดลองเพิ่มดา้นสารออกฤทธ์ิและการวเิคราะห์โครงสร้างของสารจากเช้ือรา Endophytes 
ท่ีคดัแยกได ้และจากพืชป่าท่ีศึกษาในเบ้ืองตน้แลว้ 
2) การศึกษาความหลากหลายของพืชป่าในกลุ่มวา่นขนัหมากท่ีเช้ือรา Endophytes ท่ีพบในภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทยท่ีอาศยัการศึกษาสารพนัธุกรรม เพื ่อให้สามารถระบุชนิด /     
สายพนัธ์ุของพืชป่าไดช้ดัเจนยิง่ข้ึน 
3) การศึกษาเพิ่มเพื่อการระบุชนิด/สายพนัธุ์ของเช้ือรา สายพนัธุ์ธรรมชาติท่ีศึกษาอาจเป็น
ชนิดหรือสายพนัธ์ุใหม ่ทั้งน้ียงัมีราท่ีคดัแยกไดอี้กจ านวนไม่นอ้ยกวา่ 50 ไอโซเลท ท่ีมิไดว้เิคราะห์ชนิด 
เน่ืองจากขอ้จ ากดัด้านงบประมาณและเวลาของโครงการวิจยั แมไ้ม่มีฤทธ์ิด้านความเป็นพิษต่อเซล์
มะเร็ง ซ่ึงอาจเน่ืองจากชนิดและองคป์ระกอบของอาหารท่ีใชเ้ล้ียงเช้ือรา กรรมวิธีการเล้ียง และชนิดของ
ตวัท าลายท่ีใชใ้นการสกดัสารจากเช้ือรา ยงัไม่เหมาะสม 
4) การรวบรวมและจดัท าฐานขอ้มูลของเช้ือรา Endophytes และพืชป่าท่ีไดศึ้กษา เพื่อการใช้
ประโยชน์ต่อไป 
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ภาคผนวก 
ภาคผนวก ก  สารละลายและน า้ยาเคม ี
1. Lactophenol 
Lactic acid 20.00 มิลลิลิตร 
Phenol crystal 20.00 กรัม 
Glycerol 40.00 มิลลิลิตร 
น ้ากลัน่ 20.00 มิลลิลิตร 
เก็บในขวด (อาจเติม 0.05 กรัมของ Cotton blue หรือ Methylene blue) 
2. Loading buffer 
Sucrose 4.0 กรัม 
Bromophenol blue 0.25 กรัม 
น ้ากลัน่ 100.0 มิลลิลิตร 
เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
3. Melzer’s reagent 
Iodine 1.50 กรัม 
Potassium iodide 5.00 กรัม 
Chloral hydrate 100.00 กรัม 
น ้ากลัน่ 100.00 มิลลิลิตร 
4. Mushroom lysis buffer 
SDS (MW 288.38, 25% w/v) 50.000 กรัม 
EDTA (MW372.2, 50 mM ) 3.722 กรัม 
NaCl (MW58.44, 75 mM) 0.876 กรัม 
Tris-HCl (MW157.56, 50 mM) 1.576 กรัม 
น ้ากลัน่ (Microbiology grade) 200.00 มิลลิลิตร 
ปรับ pH เท่ากบั 7.5 ดว้ย 4N NaOH น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  
(15 ปอนดต่์อตารางน้ิว) เป็นเวลา 15 นาที 
5. Sodium chloride solution (NaCl) 0.85% 
Sodium chloride 85.0 กรัม 
เติมน ้ากลัน่จนปริมาตรครบ 1,000.0 มิลลิลิตร 
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น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส (15 ปอนดต่์อตารางน้ิว) เป็นเวลา 15 นาที 
10. Sodium dodecylsulfate (SDS) (10% w/v) 
Sodium dodecylsulfate (SDS) 100.0 กรัม 
เติมน ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรครบ 1,000.0 มิลลิลิตร 
6. TE buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA) 
Tris-HCl 0.79 กรัม 
EDTA (di-Sodium salt) 0.37 กรัม 
Boric acid  5.54 กรัม 
เติมน ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรครบ 1,000.00 มิลลิลิตร 
7. TES buffer 
5mM Tris-HCl (pH 8.0)   
5mM Sodium chloride   
0.5mM EDTA   
8. Tris-Borate (TBE) buffer (pH 8.0) 
Tris-Base 10.77 กรัม 
EDTA (di-Sodium salt) 0.93 กรัม 
Boric acid 5.54 กรัม 
เติมน ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรครบ 1,000.00 มิลลิลิตร 
ภาคผนวก ข  อาหารเลีย้งจุลนิทรีย์ 
1. Potato dextrose agar (PDA) (ATCC medium 336) ใชแ้ยกเช้ือรา 
Potato, infusion form 300.00 กรัม 
Dextrose (Glucose) 20.00 กรัม 
Distilled water 1,000.00 มิลลิลิตร 
Agar 15.00 กรัม 
Potato infusion: 
ปอกเปลือกมนัฝร่ังและชัง่ 300 กรัม หัน่เป็นช้ินเล็กใส่ในน ้ า 800 มิลลิลิตร ตม้จนสุก (แต่ไม่เละ) 
ประมาณ 15 นาที ถึง 1 ชัว่โมง กรองผา่นผา้หรือตะแกรงท่ีมีช่องถ่ี  ใส่น ้าท่ีกรองได ้ผสมส่วนผสม
ขา้งตน้ ปรับปริมาตรใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH เร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 และน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เม่ืออาหารเยน็ลงก่อนท่ีวุน้แข็งตวัเติม Penicillin-G 20,000 
units ต่อลิตร และ Streptomycin 40,000 units ต่อลิตร หรือ Chloramphenicol 5.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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หรือ Chlotetracycline 0.04 มิลลิกรัมต่อลิตร 
2. Yeast extract-malt extract (YME) agar ส าหรับเก็บรักษาเช้ือรา 
Malt extract 10.00 กรัม 
Yeast extract 4.00 กรัม 
Glucose 4.00 กรัม 
Agar 15.00 กรัม 
Distilled water 1,000.00 มิลลิลิตร 
pH 7.0  
3. Malt yeast broth ใชท้ดสอบการสร้าง Secondary metabolites 
Malt extract 20.00 กรัม 
Yeast extract 10.00 กรัม 
Distilled water 1,000.00 มิลลิลิตร 
pH 5.5   
น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเติม Streptomycin (20 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) และ Rose bengal (30 ไมโครกรัมต่อลิตร) หรือ Penicillin-G 20,000 
units/l และ Streptomycin 40,000 units ต่อลิตร 
4. Malt extract agar ส าหรับแยกเช้ือรา 
Malt extract 20.00 กรัม 
Peptone 1.00 กรัม 
Glucose 20.0 กรัม 
Agar 15.00 กรัม 
pH 4.5±0.2   
ละลายส่วนประกอบในน ้ากลัน่ หรือ De-ionized water 1,000 มิลลิลิตร ใหค้วามร้อนจน
ละลาย สมบูรณ์ ฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
ก่อนเทอาหารลงจานเล้ียงเช้ือ เติม Antibiotics: Penicillin-G 40,000 Unit ต่อมิลลิลิตร และ 
Streptomycin 80,000 Unit ต่อมิลลิลิตร หรือ Chloramphenicol 5 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือ 
Chlotetracycline 0.04 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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ภาคผนวก ค  รูปผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปผนวกที ่1 ลกัษณะโคโลนีของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากใบของวา่นขนัหมากท่ีมีขนาดต้นเลก็ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปผนวกที ่2 ลกัษณะโคโลนีของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากก้านใบของวา่นขนัหมากท่ีมีขนาด
ต้นเลก็ 
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รูปผนวกที ่3 ลกัษณะโคโลนีของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากล าต้นของวา่นขนัหมากท่ีมีขนาด
ต้นเลก็ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปผนวกที ่4 ลกัษณะโคโลนีของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากโคนต้นของวา่นขนัหมากท่ีมีขนาด
ต้นเลก็ 
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รูปผนวกที ่5 ลกัษณะโคโลนีของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากรากของวา่นขนัหมากท่ีมีขนาด
ต้นเลก็ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปผนวกที ่6 ลกัษณะโคโลนีของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากใบของวา่นขนัหมากท่ีมีขนาด
ต้นใหญ่ 
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รูปผนวกที ่6 (ต่อ) ลกัษณะทางสัณฐานของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากใบของวา่นขนัหมากท่ีมี
ขนาดต้นใหญ่ 
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รูปผนวกที ่6 (ต่อ) ลกัษณะโคโลนีของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากใบของวา่นขนัหมากท่ีมีขนาด
ต้นใหญ่ 
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รูปผนวกที ่6 (ต่อ)  ลกัษณะทางสัณฐานของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากใบของวา่นขนัหมากท่ีมี
ขนาดต้นใหญ่ 
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รูปผนวกที ่6 (ต่อ) ลกัษณะทางสัณฐานของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากใบของวา่นขนัหมาก
ท่ีมีขนาดต้นใหญ่ 
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รูปผนวกที ่6 (ต่อ) ลกัษณะทางสัณฐานของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากใบของวา่นขนัหมากท่ี
มีขนาดต้นใหญ่ 
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รูปผนวกที ่6 (ต่อ) ลกัษณะทางสัณฐานของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากใบของวา่นขนัหมาก
ท่ีมีขนาดต้นใหญ่ 
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รูปผนวกที ่6 (ต่อ) ลกัษณะทางสัณฐานของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากใบของวา่นขนัหมาก
ท่ีมีขนาดต้นใหญ่  
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รูปผนวกที ่6 (ต่อ) ลกัษณะทางสัณฐานของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากใบของวา่นขนัหมาก
ท่ีมีขนาดต้นใหญ่ 
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รูปผนวกที ่6 (ต่อ) ลกัษณะทางสัณฐานของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากใบของวา่นขนัหมาก
ท่ีมีขนาดต้นใหญ่ 
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รูปผนวกที ่6 (ต่อ) ลกัษณะทางสัณฐานของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากใบของวา่นขนัหมาก
ท่ีมีขนาดต้นใหญ่ 
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รูปผนวกที ่6 (ต่อ) ลกัษณะทางสัณฐานของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากใบของวา่นขนัหมาก
ท่ีมีขนาดต้นใหญ่ 
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รูปผนวกที ่6 (ต่อ) ลกัษณะทางสัณฐานของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากใบของวา่นขนัหมาก
ท่ีมีขนาดต้นใหญ่ 
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รูปผนวกที ่7 ลกัษณะโคโลนีของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากก้านใบของวา่นขนัหมากท่ีมีขนาด
ต้นใหญ่ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปผนวกที ่8 ลกัษณะโคโลนีของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากล าต้นของวา่นขนัหมากท่ีมีขนาด
ต้นใหญ่ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปผนวกที ่9 ลกัษณะโคโลนีของเช้ือราต่างไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากโคนต้นของวา่นขนัหมากท่ีมีขนาด
ต้นใหญ่ 
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รูปผนวกที ่10 ลกัษณะทางสัณฐานของเช้ือราท่ีแยกไดจ้ากรากของวา่นขนัหมากท่ีมีขนาดต้นใหญ่ 
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รูปผนวกที ่10 (ต่อ) ลกัษณะทางสัณฐานของเช้ือราท่ีแยกไดจ้ากรากของวา่นขนัหมากท่ีมีขนาด
ต้นใหญ่ 
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รูปผนวกที ่10 (ต่อ) ลกัษณะทางสัณฐานของเช้ือราท่ีแยกไดจ้ากรากของวา่นขนัหมากท่ีมีขนาด
ต้นใหญ่ 
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รูปผนวกที ่10 (ต่อ) ลกัษณะทางสัณฐานของเช้ือราท่ีแยกไดจ้ากรากของวา่นขนัหมากท่ีมีขนาด
ต้นใหญ่ 
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1 TGTAGGTCNA TATGCTTGTC TCAAAGATTN AAGCCCATGC ATGTCTTAAG 
51 TATAAGCATT TATMCAGCGA AACTGCGAAT GGCTCATTAT ATAAGTTATC  
101 GTTTATTTGA TAGTACCTTA CTACTTGGAT AACCGTGGTA ATTCTAGAGC 
151 TAATACATGC TAAAAATCCC GACTTACGAA GGGATGTATT TATTAGATTA  
201 AAAACCAATG CCCTTCGGGG CTCACTTGGT GATTCATAAT AACTTCTCGA 
251 ATCGCATGGC CTTGCGCCGG CGATGGTTCA TTCAAATTTC TTCCCTATCA  
301 ACTTTCGATG CTAGAGTAGT GTTCTAGCAT GGTTACAACG GGTAACGGAG 
351 GGTTAGGGCT CGACCCCGGA GAAGGAGCCT GAGAAACGGC TACTACATCC  
401 AAGGAAGGCA GCAGGCGCGC AAATTACCCA ATCCCGACAC GGGGAGGTAG 
451 TGACGATAAA TACTGATACA GGGCTCTTTT GGGTTTAATT GGAATGAGTA  
501 CATTTAAATC CCTTAACGAG GAACAATTGG AGGGCAAGTC TGGTGCCAGC 
551 AGCCGCGGTA ATTCCAGCTC CAATAGCGTA TATTAAAGTT GTTGTGGTTA  
601 AAAAGCTCGT AGTAGAACCT TGGGCCTGGC TGGCCGGTCC GCCTCACCGC 
651 GTGCACTGGT CCGGCCGGGC CTTTCCCCCT GTGGAACCTC ATGCCCTTCA  
701 CTGGGTGTGT GGGAAAACAG GCTTTTACTT TGAAAAAATA GAGTGCTCCA 
751 GGCAGGCCTA TGCTCGGAAT ACATTAGCAT GGAATAATAG AATAGGACGT  
801 GTGGTTCTAT TTTGTTGGTT TCTAGGACCG CCGTAATGAT TAATAGGGAC 
851 AGTCGGGGGC ATCAGTATTC AATTGTCAGA GGTGAAATTC TTGGATTTAT  
901 TGAAGACTAA CTACTGCGAA AGCATTTGCC AAGGATGTTT TCATTTATCA 
951 GGAACGAAAG TTAGGGGATC GAAGACGATC AGATACCGTC GTAGTCTTAA  
1001 CCATAAACTA TGCCGACTAG GGATCGGACG ATGTTATTTT TTGACTCGTT 
1051 CGGCACCTTA CGAGAAATCA AAGTGCTTGG GCTCCAGGGG GAGTATGGTC  
1101 GCAAGGCTGA AACTTAAAGA AATTGACGGA AGGGCACCAC CAGGGGTGGA 
1151 GCCTGCGGCT TAATTTGACT CAACACAAAA AAAACTCCAC CAGGTGCCTA  
1201 GACACAA 
 
รูปผนวกที ่11 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rDNA (Partial sequence, PCR primers NS1/SR2) ของ
เช้ือรา Endophyte, Glomerella cingulata  (F3)  96% Identity ท่ีแยกไดจ้ากใบวา่น
ขนัหมากต้นเลก็  
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1 TGTAGTCATA TGCTTGTCTC AAAGATTAAG CCATGCATGT CTATGTATAA 
51 GCACTTATAC AGCGAAACTG CGAATGGCTC ATTATTTAAG TTATCGTTTA  
101 TTTGATAGTA CCTTACTACT TGGATAACCG TGGTAATTCT AGAGCTAATA 
151 CATGCTAAAA ATCCCGACTT CGGAAGGGAT GTATTTATTA GATTAAAAAC  
201 CAATGCCCTT CGGGGCTCAC TGGTGATTCA TAATAACTTC TCGAATCGCA 
251 TGGCCTTGCG CCGGCGATGG TTCATTCAAA TTTCTTCCCT ATCAACTTTC  
301 GATGCTAGAG TAGTGTTCTA GCATGGTTAC AACGGGTAAC GGAGGGTTAG 
351 GGCTCGACCC CGGAGAAGGA GCCTGAGAAA CGGCTACTAC ATCCAAGGAA  
401 GGCAGCAGGC GCGCAAATTA CCCAATCCCG ACACGGGGAG GTAGTGACGA 
451 TAAATACTGA TACAGGGCTC TTTTGGGTCT TGTAATTGGA ATGAGTACAA  
501 TTTAAATCCC TTAACGAGGA ACAATTGGAG GGCAAGTCTG GTGCCAGCAG 
551 CCGCGGTAAT TCCAGCTCCA ATAGCGTATA TTAAAGTTGT TGGTGGTTAA  
601 AAAGCTAGTA GTAGAACCTT GGGCCTGGCT GGCCGGTCCG CCTCACCGCG 
651 TGCACTGGTC CGGGCCGGGC CTTTCCCTCT GTGGAACCGC ATGCCCTTCA  
701 CTGGGTGTGC CGGGGAAACA GGACTTTTAC TTTGAAAAAA TTAGAGTTTT 
751 TCAGGCAGGC NTTATGCTCG AATACATTAG GCATGGAATA ATAGAATAGG  
801 ACGTGTGGTT CTATTTTGTT GGTTTCTAGG ACCGCCGTAA TGATTAATAG 
851 GGACAGTCGG GGGCATCAGT ATTCAATTGT CAGAGGTGAA ATTCTTGGAT  
901 TTATTGAAGA CTAACTACTG CGAAAGCATT TGCCAAGGAT GTTTTCATTT 
951 ATCAGGAACG AAAGTTAGGG GATCGAAGAC GATCAGATAC CGTCGTAGTC  
1001 TTAACCATAA ACTATGCCGA CTAGGGATCG GACGATGTTA TTTTTTGACT 
1051 CGTTCGGCAC CTTACGAGAA ATCAAAGTGC TTGGGCTCCA GGGGGAGTAT  
1101 GGTCGCAAGG CTGAAACTTA AAGAAATTGA CGGAAGGGCA CCACCAGGGG 
1151 TGGAGCCTGC GGCTTAATTT GACTCAACAC AAARAAACTC ACCAGGTCCA  
1201 GACACA 
 
รูปผนวกที ่12 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rDNA (Partial sequence, PCR primers NS1/SR2) 
ของเช้ือรา Endophyte, Collectotrichum sp.4 (14h1)  99% Identity ท่ีแยกไดจ้าก   
ใบวา่นขนัหมากต้นเลก็  
 
1 CTATACAGCG AAACTGCGAA TGGCTCATTT TAAGTNACGT TCGTGATAGT 
51 ACCTTACTAC TTGGATAACC GGGTAATTTA GAGCCAACAT GCACATCCCG 
101 ACTTACGAAG GGATGTATTT ATTAGATTAA AAACCAATGC CCTTCGGGGC 
151 TCACTGGTGA TTCATAATAA CTTCTCGAAT CGCATGGCCT GCGCCGGCGA 
201 TGGTTCATTC AAATTTCTTC CCTATCAACT TTCGATGCTA GAGTAGTGTT 
251 CTAGCATGGT TACAACGGGT AACGGAGGGT TAGGGCTCGA CCCCGGAGAA 
301 GGAGCCTGAG AAACGGCTAC TACATCCAAG GAAGGCAGCA GGCGCCCAAA 
351 TTACCCAATC CCGACACGGG GAGGTAGTGA CGATAAATAC TGATACAGGG 
401 CTCTTTTGGG TCTTGTAATT GGAATGAGTA CAATTTAAAT CCCTTAACGA 
451 GGAACAATTG GAGGGCAAGT CTGGTGCCAG CAGCCGCGGT AATTCCAGCT 
501 CCAATAGCGT ATATTAAAGT TGTTGTGGTT AAAAAGCCGT AGTACCTTGG 
551 GCCTGGCTGC CGGTCCGCCT CACCGCGTGC ACTGGTCCGG CCGGGCCTTT  
601 CCCCCTGTGG AACCTCATGC CCTTCACTGG GTGTGTGGGA AAACAGGRCT 
651 TTTACTTTGA AAAAATTAGA GTGCTCCAGG CAGGCCTATG CTCGAATACA 
701 TTAGCATGGA ATAATAGAAT AGGACGTGTG GTTCTATTTT GTTGGTTTCT 
751 AGGACCGCCG TAATGATTAA TAGGGACAGT CGGGGGCATC AGTATTCAAT 
801 TGTCAGAGGT GAAATTCTTG GATTTATTGA AGACTAACTA CTGCGAAAGC 
851 ATTTGCCAAG GATGTTTTCA TTTATCAGGA ACGAAAGTTA GGGGATCGAA 
901 GACGATCAGA TACCGTCGTA GTCTTAACCA TAAACTATGC CGACTAGGGA 
951 TCGGACGATG TTATTTTTTG ACTCGTTCGG CACCTTACGA GAAATCAAAG 
1001 TGCTTGGGCT CCAGGGGGAG TATGGTCGCA AGGCTGAAAC TTAAAGAAAT 
1051 TGACGGAAG GCACCACCAG GGGTGGAGC ATGCGGCTTA ATTTGACTCA 
1101 ACACGGGGAA ACTCACCAGG TCCGGGACAC AATGAGG 
 
รูปผนวกที ่13 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rDNA (Partial sequence, PCR primers NS1/SR2) ของ
เช้ือรา Endophyte, Collectotrichum sp. 6 (18G) ท่ีแยกไดจ้ากใบวา่นขนัหมากต้นเลก็  
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1 GGTAAATGCC CGGACCCGGG AGTTTTCCCG TGTTGAGTCA AATTAAGCCG 
51 TTCTCCACTC CTGGTGGTGC CCTTCC GTCA ATGCTTTAAG TTTCAGCCTT  
101 GCGACCATAC TCCCCCAGAA CCCAAAAACT TTGATTTCTC GTACCGCGCC 
151 GATCGAGCCA GTGAAATGAG CATCGACCGA TTCGGAGTCG GCATAGTTTA 
201 CTGTTAAGAC TACAACGGTA TCTAATCGTT TTCGATACCC TAACCTTCGT 
251 TCTTGATTAA TGAAAACATT CTTGGCAAAT GCTTTCGCAG TAGGAAGTCT 
301 TTGCACAATC CAAGAATTTC ACCTCTAGCG TGCAAATACT AATGCCCCCG 
351 GCTGTCCCTT TTAATCATTA CGGCAGTTCT AGAAACCAAC AAAATAGAAC 
401 CGCACCGTCC TATTCTGTTA TTCCAGCTAA ATATTACGGC CTATGGCTGC 
451 TTTGAACACT TTTATTTTTC AAAGTAATAG TCCTGGTTCC GGACCACCCG 
501 AAGGCGGCCG TTCACCAAGA AGGAAGTCTC GGCCGTCAAG TACATGCAAT 
551 GAAGCAGACC CAGCGTCCGA GACCAAACTT CAACTACGAG CTTTTTAACT 
601 GCACACTTTA ATATACGCTA TTGGAGCTGG AATTACCGCG GCTGCTGGCA 
651 CCAGACTTGC CCTCCAATCG TTCCTCGTTA AGGGATTTAA ATTGTACTCA 
701 TTCCAATTAC AAGTACCCAA AGGGCCCTGC ATTATTTTAT TGTCACTACC 
751 TCCCCGTGTC GGGATTGGGT AATTTGCGCG CCTGCTGCCT TCCTTGGATG 
801 TGGTAGCCGT TTCTCAGGCT CCTTCCGGAA TCGAACCCTT TTCCCCGTTA 
851 CCCGTTGCAA CCATGGTAGG CCTCTATCCT ACCATCGACA GTTGATAGGG 
901 CAGATATTTG AATGAAGCAT CGCCAGCACA AGGCCGTGCG ATTCGAGAAG 
951 TTATTATGAA TCACCAAACT CCGAGGAGGA TGGTTTTTAT CTAATAAATA 
1001 CACCCCTTCC AGAAGTCGGG GCTTTTTACG CATGTATTAG CTCTAGAATT 
1051 ACCACAGTTA TCCATGTAGC AAGAAACATC AAATAAACTA TAACTGATTA 
1101 AATGAGCCAT TCGCAGTTTC ACAGTATAAG GCG 
 
รูปผนวกที ่14 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rDNA (Partial sequence, PCR primers NS1/SR2) ของ
เช้ือรา Endophyte, Collectotrichum sp. 1 (1M) ท่ีแยกไดจ้าก ก้านวา่นขนัหมากต้นเล็ก  
 
1 AAAAGCTCTC AATCTGTCTA GTGTCGGACC TGGTGAGTTT CCCCGTGTTG 
51 AGTCAAATTA AGCCGCGCTC CACCCCTGGT GGTGCCCTTC CGTCAAGCTT 
101 TAAGTTTCAG CCTTGCGACC ATACTCCCCC TGGAGCCCAA GCACTTTGAT 
151 TTTCTCGTAA GGTGCCGAAC GAGTCAAAAA ATAACATCGT CCGATCCCTA 
201 GTCGGCATAG TTTATGGTTA AGACTACGAC GGTATCTGAT CGTCTTCGAT 
251 CCCCTAACTT TCGTTCCTGA TAAATGAAAA CATCCTTGGC AAATGCTTTC 
301 GCAGTAGTTA GTCTTCAATA AATCCAAGAA TTTCACCTCT GACAATTGAA 
351 TACTGATGCC CCCGACTGTC CCTATTAATC ATTACGGCGG TCCTAGAAAC  
401 CAACAAAATA GAACCACACG TCCTATTCTA TTATTCCATG CTAATGTATC 
451 GAGCATAGGC CTGCCTGGAG CACTCTAATT TTTTCAAAGT AAAAGTCCTG 
501 TTTTCCCACA CACCCAGTGA AGGGCATGAG GTTCCACAGG GGGAAAGGCC 
551 CGGCCGGACC AGTGCACGCG GTGAGGCGGA CCGGCCAGCC AGGCCCAAGG 
601 TTCTACTACG AGCTTTTTAA CCACAACAAC TTTAATATAC GCTATTGGAG 
651 CTGGAATTAC CGCGGCTGCT GGCACCAGAC TTGCCCTCCA ATTGTTCCTC 
701 GTTAAGGGAT TTAAATTGTA CTCATTCCAA TTACAAGACC CAAAAGAGCC 
751 CTGTATCAGT ATTTATGACT ACCTCCCCGT GTCGGGATTG GGTAATTTGC 
801 GCGCCTGCTG CCTTCCTTGG ATGTAGTAAG CCGTTTCTCA GGCTCCTTCT 
851 CCGGGGTCGA GCCCTAACCC TCCGTTACCC GTTGTAACCA TGCTAGAACA 
901 CTACTCTAGC ATCGAAAGTT GATAGGGAAG AAATTTGAAT GAACCATCGC 
951 CGGCGCAAGG CCATGCCGAT TCGAGAAGTT ATTATGGAAT CACCAAGTGA 
1001 GCCCCGAAGG GCATTGGTTT TTAATCTAAT AAATACATCC CTTTCGTAAA 
1051 GTCGGGGATT TTTTAAGCAT GGTATTAAGC TCTTAGAAAT TACCCACGGT 
1101 TATTCCAAGT AGTAAGGTAC TATCAAATAA ACGATAACTT AAAATGAGCC 
1151 ATTCGCAGTT TCGCTGTATA AGCTTATACG ACATGCAGGC TATTGAGACA 
1201 AGCATTTGAC TACA 
 
รูปผนวกที ่15 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rDNA (Partial sequence, PCR primers NS1/SR2) ของ
เช้ือรา Endophyte, Phomopsis sp. 2 (3M) ท่ีแยกไดจ้ากก้านวา่นขนัหมากต้นเลก็  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
109 
1 AAATCTTGTC TCAAAGATTA ACCATGCAT GTCTAAGTAT AAGCAATTAT 
51 ACAGCGAAAC TGCGAATGGC TCATTATATA AGTTATCGTT TATTTGATAG  
101 TACCTTACTA CTTGGATAAC CGTGGTAATT CTAGAGCTAA TACATGCTAA 
151 AAATCCCGAC TTCGGAAGGG ATGTATTTAT TAGATTAAAA ACCAATGCCC  
201 TTCGGGGCTC ACTGGTGATT CATAATAACT TCTCGAATCG CATGGCCTTG 
251 CGCCGGCGAT GGTTCATTCA AATTTCTTCC CTATCAACTT TCGATGCTAG  
301 AGTAGTGTTC TAGCATGGTT ACAACGGGTA ACGGAGGGTT AGGGCTCGAC 
351 CCCGGAAAG GAGCCTGAGA AACGGCTACT ACATCCAAGG AAGGCAGCAG  
401 GCGCGCAAAT TACCCAATCC CGACTCGGGG AGGTAGTGAC GATAAATAGT 
451 ATACAGGGCT CTTTTGGGTT GTAATTGGAA TGAGTACAAT TTAAATCCCT 
501 TAACGAGGAA CAATTGGAGG GCAGTCTGGT GCCAGCAGCC GCGGTAATTC 
551 CAGCTCCAAG CGGTTGTTAG TGGTTAAAAA GCTCGTAGAG AACCTTGGGC 
601 CTGGCTGGCC GGTCCGCCTC ACCGCGTGCA CTGGTCCGGC CGGGCCTTTC 
651 CCTCTGTGGA ACCGCATGCC CTTCACTGGG TGTGCCGGGG AAACAGGACT 
701 TTACTTTGAA AAATTAGAGT GCTCCAGGCA GGCCTATGCT CGAATCCATT 
751 AGCATGGAAT AATAGAATAG GACGTGTGGT TCTATTTTGT TGGTTTCTAG 
801 GACCGCCGTA ATGATTAATA GGGACAGTCG GGGGCATCAG TATTCAATTG 
851 TCAGAGGTGA AATTCTTGGA TTTATTGAAG ACTAACTACT GCGAAAGCAT 
901 TTGCCAAGGA TGTTTTCATT TATCAGGAAC GAAAGTTAGG GGATCGAAGA 
951 CGATCAGATA CCGTCGTAGT CTTAACCATA AACTATGCCG ACTAGGGATC 
1001 GGACGATGTT ATTTTTTGAC TCGTTCGGCA CCTTACGAGA AATCAAAGTG 
1051 CTTGGGCTCC AGGGGGAGTA TGGTCGCAAG GCTGAAACAT AAAGCCCATT 
1101 GACGGAAGGG CACCACCAGG GGTGGAGCAT GCGGCTTAAT AAACTCAACA 
1151 CGAGGAAACT CACCAGGTCC GGGACACTTT ACC 
 
รูปผนวกที ่16 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rDNA (Partial sequence, PCR primers NS1/SR2) ของ
เช้ือรา Endophyte, Phomopsis sp. 3 (4J) ท่ีแยกไดจ้ากล าต้นวา่นขนัหมากต้นเลก็  
 
1 CTCGTAAGGT GCCTGAGCGG GTCAAATATA ACACCGTTTT GATCCTAGTC 
51 GGCATAGTTT ATGGTTAAGA CTACGACGGG ATCTGATGCT TCGATCCCCT 
101 AACTTTCGTT CCTGATTAAT GAAAACATCC TTGGTGAATG CTTTCGCAGT 
151 AGTTAGTCTT CAATAAATCC AAGAATTTCA CCTCTGACAA TTGAATACTG 
201 ACACCCCCGA CTGTCCCTAT TAATCATTAC GGCGGTCCTA GAAACCAACA 
251 AAATAGAACC ACACGTCCTA TTCTATTATT CCATGCTGAT GTATTCGAGC 
301 ATAGGCCTGC TTTGAACACT CTAATTTTTT CACAGTAAAA GTCCTGGTTC 
351 CCCACCACAC CTAATGAAAG GCATGGGGCT CCCCAGAGGG AAAGGCCCGG 
401 CCGAACCAGT GCACGCGGTG AGGCGGACCG GCCAGCCAGG CCCAAGGTTC 
451 AACTACGAGC TTTTTAACTG CAACAACTTT AATATACGCT ATTGGAGCTG 
501 GAATTACCGC GGCTGCTGGC ACCAGACTTG CCCTCCAATT GTTCCTCGTT 
551 AAGGGATTTA AATTGTACTC ATTCCAATTA CAAGACCCAA AAGAGCCCTG 
601 TATCAGTATT TATTGTCACT ACCTCCCCGT GTCGGGATTG GGTAATTGGC 
651 GGCCTGCTGC CTTCCTTGGA TGTAGTAGCC GTTTCTCAGG CTCCTTCTCC 
701 GGGGTCGAGC CCTAACCCTC CGTTACCCGT TGTAACCATG GCAGGCCAAG 
751 ACCCTGCCAT CGAAAGTTGA TAGGGCAGAA ATTTGAATGA ACCATCGCCG 
801 GCGCAAGGCC ATGCGATTCG TGAAGTTATT ATGAATCACC AGAAAGCCCC 
851 GAGGGGCATT GGTTTTTAAT CTAATAAATA CATCCCCCGT GAGTCGGGAT 
901 TTTTAGCATG TACCAGCTCT AGAATTACCA CGGTTATCCA AGTAGTAAGG 
951 TAAATCAAAT AAAAATAACT GATTAAATGA GCCCATTCGC AGGTCGCTGT 
1001 ATCCTAAATA TGCTGGACAT TCCATCC 
 
รูปผนวกที ่17 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rDNA (Partial sequence, PCR primers NS3/SR2) ของ
เช้ือรา Endophyte,  Rosellinia sp. 2 (16J1) ท่ีแยกไดจ้ากล าต้นวา่นขนัหมากต้นเลก็  
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1 AATGTCCCAG TTATTCATGA TACGGCGACC CTGCGAATGG CTCATTAAAT 
51 CAGTTATTGT TTATTTGATT GTACCTTACT ACTTGGATAA CCGTGGTAAT 
101 TCTAGAGCTA TACATGCTAA AAATCCCGAC TCACGAGGGA TGTATTTATT 
151 AGATTAAAAA CCAATGCCCC TCGGGGCTTA CTGGTGATTC ATAATAACTT 
201 CTCGAATCGC ATGGCCTTGC GCCGGCGAT GGTTCATTCA AATTTCTGCC 
251 CTATCAACTT TCGATGGCAG GGTCTTGGCC TGCCATGGTT ACAACGGGTA  
301 ACGGAGGGTT AGGGCTCGAC CCCGGAGAAG GAGCCTGAGA AACGGCTACT 
351 ACATCCAAGG AAGGCAGCAG GCGCSCAAAT TACCCAATCC CGACACGGGG 
401 AGGTAGTGAC AATAAATACT GATACAGGGC TCTTTTGGGT CTTGTAATTG 
451 GAATGAGTAC AATTTAAATC CCTTAACGAG GAACAATTGG GGCAAGTCTG 
501 GTGCCAGCAG CCGCGGGTAA TTCCAGCTTC AATAGCGTAT ATTAAAGTTG 
551 TTGCAGTTAA AAAGCTCGTA GTTGAACCTT GGGCCTGGCT GGCCGGTCCG 
601 CCTCACCGCG TGCACTGGTT CGGCCGGGCC TTTCCCTCTG GGGAGCCCTA 
651 TGCCCTTCAC TGGGTGTAGT GGGGAACCAG GACTTTTACT GTGAAAAAAT 
701 TAGAGTGTTC AAAGCAGGCC TATGCTCGAA TACATCAGCA TGGAATAATA 
751 GAATAGGACG TGTGGTTCTA TTTTGTTGGT TTCTAGGACC GCCGTAATGA 
801 TTAATAGGGA CAGTCGGGGG CATCAGTATT CAATTGTCAG AGGTGAAATT 
851 CTTGGATTTA TTGAAGACTA ACACTGCGAA AGCATTTGCC AAGGATGTTT 
901 TCATTAATCA GGAACGAAAG TTAGGGGATC GAAGACGATC AGATCCGTCG 
951 TAGTCTTAAC CATAAACTAT GCCGACTAGG GATCGGACGA TGTTATTTTT 
1001 GACTCGTTCG GCATACGAGA AATCAAAGT 
 
รูปผนวกที ่18 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rDNA (Partial sequence, PCR primers NS1/SR2) ของ
เช้ือรา Endophyte, Xylariaceae sp. 5 (49T) ท่ีแยกไดจ้ากโคนต้นวา่นขนัหมากต้นเลก็  
 
1 ATAACATCGT CCGATCCCTA GTCGGCATAG TTTATGGTTA AGACTACGAC 
51 GGTATCTGAT CGTCTTCGAT CCCCTAACTT TCGTTCCTGA TTAATGAAAA 
101 CATCCTTGGC AAATGCTTTC GCAGTAGTTA GTCTTCAATA AATCCAAGAA 
151 TTTCACCTCT GACAATTGAA TACTGATGCC CCCGACTGTC CCTATTAATC 
201 ATTACGGCGG TCCTAGAAAC CAACAAAATA GAACCACACG TCCTATTCTA 
251 TTATTCCATG CTGATGTATT CGAGCATAGG CCTGCTTTGA ACACTCTAAT 
301 TTTTTCACAG TAAAAGTCCT GGTTCCCCAC TACACCCAGT GAAGGGCATA 
351 GGGCTCCCCA GAGGGAAAGG CCCGGCCAAA CCAGTGCACG CGGTGAGGCG 
401 GACCGGCCAG CCAGGCCCAA GGTTACGAAC TACGAGCTTT TTAATTGCAA 
451 CAACTTTAAT ATACGCTATT GGAGCTGGAA TTACCGCGGC TGCTGGCACC 
501 AGACTTGCCC TCCAATTGTT CCTCGTTAAG GGATTTAAAT TGTACTCATT 
551 CCAATTACAA GACCCAAAAG AGCCCTGTAT CAGTATTTAT TGTCACTACC 
601 TCCCCGTGTC GGGATTGGGT AATTTGCGCG CCTGCTGCCT TCCTTGGATG 
651 TAGTAGCCGT TTCTCAGGCT CCTTCTCCGG GGTCGAGCCC TAACCCTCCG 
701 TTACCCGTTG TAACCATGGC AGGCCAAGAC CCTGCCATCG AAAGTTGATA 
751 GGGCAGAAAT TTGAATGAAC CATCGCCGGC GCAAGGCCAT GCGATTCGAG 
801 AAGTTATTAT GAATCACCAG TAAGCCCCGA GGGGCATTGG TTTTTAATCT 
851 AATAAATACA TCCCTCCGTG AGTCGGGATT TTTAGCATGT TTAGCTCTAG 
901 AATTACCACG GTTATCCAAG TAGTAAGGTA CTATCAGGTA AACGATAACT 
951 GA 
 
รูปผนวกที ่19 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rDNA (Partial sequence, PCR primers NS1/SR2) ของ
เช้ือรา Endophyte, Phomopsis sp. 2 (46R) ท่ีแยกไดจ้ากรากวา่นขนัหมากต้นเล็ก  
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1 CGGAGCAAAA GCGACTSCGG TTTACTCCTG GTGGGTGCCC TTCCCGTCAA 
51 TTTCTTTAAA GTTTCAAGCC CTTGCGACCA ATACTCCCCC CAGACCCAAA  
101 CTCGATTTCT CGTAAGGTGC CTGAACGAGT CAAAAATAAC ATCGTCGATC 
151 CCTAGTCGGC ATAGTTTATG GTTAAGACTA CGACGGTATC TGATCGTCTT 
201 CGATCCCCTA ACTTTCGTTC CTGATTAATG AAAACATCCT TGGCAAATGC 
251 TTTCGCAGTA GTTAGTCTTC AATAAATCCA AGAATTTCAC CTCTGACAAT 
301 TGAATACTGA TGCCCCCGAC TGTCCCTATT AATCATTACG GCGTCCTAGA 
351 AACCAACAAA ATAGAACCAC ACGTCCTATT CTATTATTCC ATGCTGATGT 
401 ATTCGAGCAT AGGCCTGCTT TGAACACTCT AATTTTTTCA CAGTAAAAGT 
451 CCTGGTTCCC CACTACACCC AGTGAAGGGC ATAGGGCTCC CCAGAGGGAA 
501 AGGCCCGGCC AAACCAGTGC ACGCGGTGAG GCGGACCGGC CAGCCAGGCC 
551 CAAGGTTCAA CTACGAGCTT TTTAACTGCA ACAACTTTAA TATACGCTAT 
601 TGGAGCTGGA ATTACCGCGG CTGCTGGCAC CAGACTTGCC CTCCAATTGT 
651 TCCTCGTTAA GGGTTTAAAT TGTACTCTCC ATTACAAGAC CCAAAAAGAG 
701 CCCTGTATCA GTATTTATTG TCACTACCCC CCTGTCGGGA TTGGGTAATT 
751 TGCGCGCCTG CTGCCTTTCC TTGGATGTAG TAGCCGTTTC TCAGGCTCCT 
801 TCTCCGGGGT CGAGCCCTAA CCCTCCGTTA CCCGTTGTAA CCATGGCAGG 
851 CCAAGACCCT GCCATCGAAA GTTGATAGGG CAGAAATTTG AATGAACCAT 
901 CGCCGGCGCA AGGCCATGCG ATTCGAGAAG TTATTATGAA TCACCAGTAA 
951 GCCCCGAGGG GCATTGGTTT TTAATCTAAT AAATACATCC CTCGTGAGTC 
1001 GGGATTTTTA GCATGTACCC GCTCTAGAAT TACCACGGTT ATCCAAGTAG 
1051 TAAGGTACAA TCAAATAAAC AATAACTGAT TAAATGAGCC ATTCGCAGGG 
1101 CGCCGTCCC 
 
รูปผนวกที ่20 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rDNA (Partial sequence, PCR primers NS1/SR2) ของ
เช้ือรา Endophyte, Xylaria sp. 1 (51R) ท่ีแยกไดจ้ากรากวา่นขนัหมากต้นเลก็  
 
1 AAAGCTTGTT TCAAAGATTA ACCATGCTTC GTATAGCTTA TACCGCGAAA 
51 CTGCGAATGG CTCATTATTA AGTTATCGTT TATTTGATAG TACCTTACTA 
101 CTTGGATAAC CGTGGTAATT CTAGAGCTAA TACATGCTAA AAATCCCGAC 
151 TTCGGAAGGG ATGTATTTAT TAGATTAAAA ACCAATGCCC TTCGGGGCTC 
201 ACTTGGTGAT TCATAATAAC TTCTCGAATC GCATGGCCTT GCGCCGGCGA 
251 TGGTTCATTC AAATTTCTTC CCTATCAACT TTCGATGCTA GAGTAGTGTT 
301 CTAGCATGGT TACAACGGGT AACGGAGGGT TAGGGCTCGA CCCCGGAGAA 
351 GGAGCCTGAG AAACGGCTAC TACATCCAAG GAAGGCAGCA GGCGCGCAAA 
401 TTACCCAATC CCGACACGGG GAGGTAGTGA CGATAAATAC TGGATACAGG 
451 GCTCTTTTGG GTCTTTAATT GGAATGAGTC AATTAAATCC CTAACGAGGA 
501 CAATTGGAGG GCAAGTCTGG TGCCAGCAGC CGCGGTAATT CCAGCTCCAA 
551 TAGCGTATAT TAAAGTTGTT GAGTAAACAT AGTAAACCTT GGGCCTGGCT 
601 GGCCGGTCCG CCTCACCGCG TGCACTGGTC CGGCCGGGCC TTTCCCTCTG 
651 TGAACCGCAT GCCCTTCACT GGGTGTGCCG GGGAAACAGG CTTTTACTTT 
701 GAAAAAATTA GTGCTCCAGG CAGGCCTATG CTCGAATACA TTAGCATGGA 
751 ATAATAGAAT AGGACGTGTG GTTCTATTTT GTTGGTTTCT AGGACCGCCG 
801 TAATGATTAA TAGGGACAGT CGGGGGCATC AGTATTCAAT TGTCAGAGGT 
851 GAAATTCTTG GATTTATTGA AGACTAACTA CTGCGAAAGC ATTTGCCAAG 
901 GATGTTTTCA TTTATCAGGA ACGAAAGTTA GGGGATCGAA GACGATCAGA 
951 TACCGTCGTA GTCTTAACCA TAAACTATGC CGACTAGGGA TCGGACGATG 
1001 TTATTTTTTG ACTCGTTCGG CACCTTACGA GAAATCAAAG TGCTTGGGCT 
1051 CCAGGGGGAG TATGGTCGCA AGGCTGAAAC TTAAAGAAAT TGACGGAAGG 
1101 GCACCACCAG GGGTAAACCG TAGCCGTTTC GCTTGCCCCA ACAGCGAGCC 
1151 CCGCAAAGGG TCCGGTGGAC ACCCCACAAA TCGCTAGTCA CCGCTCGCCG 
1201 GGGCGACATC CCATTGCGGG AAACCCTCAG GTTGGCCTTC TAACACCCCC 
1251 AAAGGACCCT TTGGGGGGGG TAACGCCCCG GTCAGGAAAC TTCCGTTATG 
1301 AGATTACCAA TTTAGGAAGG ATTCCAGGGA AGGTTAAACT TCGGTTTGGG 
1351 GCCCCCCCCC CC  
 
รูปผนวกที ่21 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rDNA (Partial sequence, PCR primers NS1/SR2) ของ
เช้ือรา Endophyte, Phomopsis sp. 15 (31a) ท่ีแยกไดจ้ากใบวา่นขนัหมากต้นใหญ่  
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1 AGCTCCATGT AGCCCGTGTA GAGCGCGCAA AGGTGTCGGT CTTATAGCGA 
51 TATAAGGCTT AAGGTACGTG CCAGTCCCCG TAGAAATACG GGCTAGATAT 
101 AAGAGCGCCC GCCGCGTGAA GATATCTAGG TGCTGTTATG ACGAATAACA 
151 GCGCTGTAAA CAAATAAAAA CGGCCAGCAG CCGCGGTAAT TCCAGCTCCA 
201 ATAGCGTATA TTAAAGTTGT TGCAGTTAAA AAGCTCGTAT AACCTTGGGC 
251 CTGGCGGCCG GTCCGCCTCA CCGCGTGCAC TGGTTCGGCC GGGCTTTCCC 
301 TCTGGGGAAC CCCATGCCCT TCACTGGGTG TGGCGGGGAA CCAGGACTTT 
351 TACTGTGAAA AAATAAAGTT TCAAAGCAGG CCTATGCTCG AATCATCCGA 
401 ATATAGAATA GGACGCGCGG TTCTATTTTG TTGGTTTCTA GGACCGCCGT 
451 AATGATTAAT AGGGACAGTC GGGGGCATCA GTATTCAATT GTCAGAGGTG 
501 AAATTCTTGG ATTTATTGAA GACTAACTAC TGCGAAAGCA TTTGCCAAGG 
551 ATGTTTTCAT TAATCAGGAA CGAAAGTTAG GGGATCGAAG ACGACAGATG 
601 TGTGTTTAAC CCAATAAAAC TTAATGCCCG ACTTAAGGGA TCGGGGACGA 
651 TGGTTATTTT TTTGAACTTC GGTTCGGGCA CCCTTTACGG AGAAAATCAA 
701 AAGTCTTTTG GGGTTCTTGG GGGGAGTAAT GGTCGCAAGG CTTGAAACTT 
751 TAAAGAAATT GACGGAAGGG CACCACCAGG GGTAAACCAG ATTCCGCAAG 
801 CGTCTCTGCC CCCTAAAGCG GTCTGGAATA CAGAAGGGTC GGGGCCCTAC 
851 ATACCGCTAG TCGCTACCCT GTAGCGGCGA CATCCCTAAA GGCGGGAAAA 
901 CCCTTAAACT TAGCGACCAA ACCGCCCTAG AAAAGGGCGG GGCCGGGCGT 
951 AACGGCTCCG GGTACGGTAA CACTGCTGAG AGGTTGGGCC ACTCGCAGCC 
1001 AAGCCCCTTA ACTGGGGAAG GTTCAGAGAC TAGATAGGGG TGGGCGTTAT 
1051 ACCGGAGCTA CCCTGTAGCT ACCCTGTAAT GCCTAAGATA TAGTCCGTCC 
1101 ACAGGCGAAA GCCATCGTGG TAAAGTTAGT AATAATTCGG GAGCCTGCGG 
1151 CTAATTTGAC TCCAACACAG TTAAACTCCA CC 
 
รูปผนวกที ่22 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rDNA (Partial sequence, PCR primers NS1/SR2) ของ
เช้ือรา Endophyte, Collectotrichum sp. 10 (34a)  96% Identity ท่ีแยกไดจ้ากใบวา่น
ขนัหมากต้นใหญ่   
 
1 GTACACTGGC CGCCTGCATG TCCCTTGTAT ACGCCCATTA TACTGTGAAA 
51 CTGCGAATGG CTCATTTAAT CAGTTATAGT TTATTTGATG TTTCTTGCTA 
101 CATGGATAAC TGTGGTAATT CTAGAGCTAA TACATGCGTA AAAAGCCCCG 
151 ACTTCTGGAA GGGGTGTATT TATTAGATAA AAACCATCCT CCTCGGAGTT 
201 TGGTGATTCA TAATAACTTC TCGAATCGCA CGGCCTTGTG CTGGCGATGC 
251 TTCATTCAAA TATCTGCCCT ATCAACTGTC GATGGTAGGA TAGAGGCCTA 
301 CCATGGTTGC AACGGGTAAC GGGGAATAAG GGTTCGATTC CGGAGAGGGA 
351 GCCTGAGAAA CGGCTACCAC ATCCAAGGAA GGCAGCAGGC GCGCAAATTA 
401 CCCAATCCCG ACACGGGGAG GTAGTGACAA TAAATAACAA TGCAGGGCCC 
451 TTTTGGGTCT TGTAATTGGA ATGAGTACAA TTTAAATCCC TTAACGAGGA 
501 ACGATTGGAG GGCAAGTCTG GTGCCAGCAG CCGCGGTAAT TCCAGCTCCA 
551 ATAGCGTATA TTAAAGTTGT TGCAGTTAAA AAGCTCGTAG TTGAAGTTTG 
601 GTCTCGGACC CTGGGTCTGC TTCATTGCAT GTACTTGACG GTCCGAGACT 
651 TCCTTCTTGG TGAACGGCCG CCTTCGGGTG GTCCGGAACC AGGACTATTA 
701 CTTTGAAAAA ATTAGAGTGT TCAAAGCAGG CCATAGGCCC GAATATATTA 
751 GCATGGAATA ACAAATAGGA CGTGCGGTTC TATTTTGTTG GTTTCTAAAC 
801 TGCCGTAATG ATTAAAAGGG ACAGCCGGGG GCATTAGTAT TTGCACGCTA 
851 GAGGTGAAAT TCTTGGATTG TGCAAAGACT TCCTACTGCG AAAGCATTTG 
901 CCAAGAATGT TTTCATTAAT CAAGAACGAA GGTTAGGGTA TCGAAAACGA 
951 TTAGATACCG TTGTAGTCTT AACAGTAAAC TATGCCGACT CCGAATCGGT 
1001 CGATGCTCAT TTCACTGGCT CGATCGGCGC GGTACGAGAA ATCAAAGTTT 
1051 TTGGGTTCTG GGGGGAGTAT GGTCGCAAGG CTGAAACTTA AAGAATTGAC  
1101 GGAAGGGCAC CACCAGGAGT GGAGCAGCGG CTTAATAAAC TCAACACGGG 
1151 AAAACTCACC GGGTCCGGAC ATAGTAAGGA AGACAGAT 
 
รูปผนวกที ่23 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rDNA (Partial sequence, PCR primers NS1/SR2) ของ
เช้ือรา Endophyte, Phomopsis sp. 8 (17b) ท่ีแยกไดจ้ากใบวา่นขนัหมากต้นใหญ่  
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1 GTGTCCCGGA CCTGGTGAGT TTCCCCGTGT TGAGTCAAT TAAGCCGCAT 
51 GCTCCACCCC TGGTGGTGCC CTTCCGTCAA TNNCTTTAAG TTTCAGCCTT  
101 GCGACCATAC TCCCCCTGGA GCCCAAGCAC TTTGATTTCT CGTAAGGTGC 
151 CGAACGAGTC AAAAAATAAC ATCGTCCGAT CCCTAGTCGG CATAGTTTAT  
201 GGTTAAGACT ACGACGGTAT CTGATCGTCT TCGATCCCCT AACTTTCGTT 
251 CCTGATAAAT GAAAACATCC TTGGCAAATG CTTTCGCAGT AGTTAGTCTT  
301 CAATAAATCC AAGAATTTCA CCTCTGACAA TTGAATACTG ATGCCCCCGA 
351 CTGTCCCTAT TAATCATTAC GGCGGTCCTA GAAACCAACA AAATAGAACC  
401 ACACGTCCTA TTCTATTATT CCATGCTAAT GTATTCGAGC ATAGGCCTGC 
451 CTGGAGCACT TCTAATTTTT TCAAAGTAAA AATATAGTTT CGCCAACACA  
501 CCCAGTGAAG GGCATGCGGT TAGACTATGG TGGGAGCCCG GCCGGACCAG 
551 TACACGCGGT GAGGCGGACC GGTAGCCAGG CCCAAGGTTT TACTACGAGC  
601 TTTTTACCAC AACAACTTTA ATATACGCTA TTGGAGCTGG AATTACCGCG 
651 GCTGCTGGCA CCAGACTTGC CCTCCAATTG TTCCTCGTTA AGGGATTTAA  
701 ATGTACTCAT TCCAATTCAC CCAAAAGGAG CCCTGTCAGT ATTTATCGTC 
751 ACTACCTCCC CGTGTCGGGA TTGGGTAATT TGCGCGCCTG CTGCCTTCCT 
801 TGGATGTAGT AGCCGTTTCT CAGGCTCCTT CTCCGGGGTC GAGCCCTAAC 
851 CCTCCGTTAC CCGTTGTAAC CATGCTAGAA CACTACTCTA GCATCGAAAG 
901 TTGATAGGGA AGAAATTTGA ATGAACCATC GCCGGCGCAA GGCCATGCGA 
951 TTCGAGAAGT TATTATGAAT CACCAGTGAG CCCCGAAGGG CATTGGTTTT 
1001 TAATCTAATA AATACATCCC TTCCGAAGTC GGGATTTTTA GCATGTATTA 
1051 GCTCTAGAAT TACCACGGTT ATCCAAGTAG TAAGGTACTA TCAGATAAAC 
1101 GATAACTTAT AAATGAGCCA TTCGCAGTTT CGCTGTATAA TTGCTTATAC 
1151 TTAGACATGC ATGGCTTAAT CTTTGAGACA AGTTTTCCCC TCCC 
 
รูปผนวกที ่24 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rDNA (Partial sequence, PCR primers NS1/SR2) ของ
เช้ือรา Endophyte, Phomopsis sp. 12 (24B) ท่ีแยกไดจ้ากใบวา่นขนัหมากต้นใหญ่  
 
1 AGTGTCTGGA CCTGGTGATT CAAACTGTGT TAGAGTCACA GCCGCAGGCT 
51 CCACGCCTGG TGGTGCCCTT CCGTCAATTT CTTTAAGTTT CAGCCTTGCG  
101 ACCATACTCC CCCCAAACCC AAAGACTTTG ATTTCTCGTA AGGTGCCGAG 
151 CGAGTCAAAA TAATAACATC GCCCGATCCC TAGTCGGCAT AGTTTACGGT  
201 TAAGACTACG ACGGTATCTG ATCGTCTTCG ATCCCCTAAC TTTCGTTCAC 
251 TGATTAATGA AAACATCCTT GGCAAATGCT TTCGCAGTAG TTAGTCTTCA  
301 ATAAATCCAA GAATTTCACC TCTGACAATT GAATACTGAT GCCCCCGACT 
351 ATCCCTATTA ATCATTACGG CGGTCCTAGA AACCAACAAA ATAGGACCGC  
401 ACGTCCTATT CTATTATTCC ATGCTAATGT ATTCGAGCAA AGGCCTGCTT 
451 TGAACACTCT AATTTTTTCA AAGTAAAAGT CCTGGTTCCC CGACACACCC  
501 AGTGAAGGGC ATGCGGATCC CCAGAAGGAA AGGCCCGGCC GGACCAGTAC 
551 ACGCGGTGAG GCGGACCGGC CAGCCAGGCC CAAGGTTCAA CTACGAGCTT  
601 TTTAACTGCA ACAACTTTAA TATACGCTAT TGGAGCTGGA ATTACCGCGG 
651 CTGCTGGCAC CAGACTTGCC TCCAATTGTT CCTCGTTAAG GATTTAAATT  
701 GACTCATTCC AATTACAAGA CTCGAAAGAG CCCTGTATCA GTATTTATTG 
751 TCACTACCTC CCCGTGTCGG GATTGGGTAA TTTGCGCGCC TGCTGCCTTC 
801 CTTGGATGTG GTAGCCGTTT CTCAGGCTCC CTCTCCGGAA TAGAACCCTA 
851 ATTCCCCGTT ACCCGTTGCT ACCATGGTAG GCCACTATCC TACCATCGAA 
901 AGTTGATAGG GCAGAAATTT GAATGAACCA TCGCCGGCGC AAGGCCATGC 
951 GATTCGTTAA GTTATCATGA ATCACCAAGG AGCCCCGAAG GGCATTGGTT 
1001 TTTTATCTAA TAAATACACC CCTTCGAAGT CGAGGTTTTT AGCATGTATT 
1051 AGCTCTAGAA TTACCACGGT TATCCAAGTA GTAAGGTACT ATCAAATAAA 
1101 CGAAACTGAT TTAATGAGCC ATTCGCAGTT TCACAGTATA GATG 
 
รูปผนวกที ่25 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rDNA (Partial sequence, PCR primers NS1/SR2) ของ
เช้ือรา Endophyte, Guignardia mangiferae  (9บ ขญ)  99% Identity ท่ีแยกไดจ้ากใบ
วา่นขนัหมากต้นใหญ่  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
114 
1 CTTGTCTCAA AGATTAAGCC ATGCATGTCT AAGTATAAGC ACTCATACTG 
51 TGAAACTGCG AATGGCTTTA ATCAGTTATC GATTTGATAG TACCTTACTA 
101 CTTGGATACC CGTGGTAATT CTAGAGCTAA TACATGCTAA AAACCCCAAC 
151 TTCGGAAGGG GTGTGTTTAT TAGATAAAAA ACCAATGCCC TTCGGGGCTG  
201 CTTGGTGATT CATGATAACC AAACGAATCG CATGGCCTTG AGCCGGCGAT 
251 GGTTCATTCA AATTTCTGCC CTATCAACTT TCGATGGTAG GATCTGGGCC  
301 TACCATGGTA TCAACGGGTA ACGGGGAATT AGGGTTCGAT TCCGGAGAGG 
351 GAGCCTGAGA AACGGCTACC ACATCCAAGG AAGGCAGCAG GCGCGCAAAT  
401 TACCCAATCC CGACGCGGGG AGGTAGTGAC AATAAATACT GATACAGGGC 
451 TCTTTAGGGT CTTGTAATTG GAATGAGTAC AATTTAAACC CCTTAACGAG  
501 GAACAATTGG AGGGCAAGTC TGGTGCCAGC AGCCGCGGTA ATTCCAGCTC 
551 CAATAGCGTA TATTAAAGTT GTTGCATAAA AAGCTCGTGT GACCTTGGGC 
601 CAGCGCCGGT CCGCCTTACC GCGTGCACTG GTTTGGCCGG GCCCTTTCCT 
651 CTGGCAAACC GCATGCCCTT CACTGGGCGT GTCGGGGAAC CAGGAGTTTT 
701 ACTTTGAAAA AATAAGAGTG TTCAAAGCAG GCCTTTGCTC GGATACATTA 
751 GCATGGAATA ATAGAATAGG ACGCGTGGTT CTATTTTGTT GGTTTCTAGA 
801 ACCGCCGTAA TGATTAATAG GGACAGTCGG GGGCATCAGT ATTCAGACGC 
851 GAGAGGTGAA ATTCTTAGAC CGTCTGAAGA CTAACTACTG CGAAAGCATT 
901 TGCCAAGGAT GTTTTCATTA ATCAGTGAAC GAAAGTTGGG GGATCGAAGA 
951 CGATCAGATA CCGTCGTAGT CTCAACCGTA AACTATGCCG ACTAGGGATC 
1001 GGGCGACGTT CCAATTATGA CTCGCCCGGC ACCTTACGAG AAATCAAAGT 
1051 TTTTGGGTTC TGGGGGGAGT ATGGTCGCAA GGCTGAAACT TAAAGAAATT 
1101 GACGGAAGGG CACCACCAGG CGTGGAGCCT GCGGCTTAAT TTGACTCAAC 
1151 ACAAAAAAAC TCCACCAGGT CCAGACACAA GGAGGCTTG 
 
รูปผนวกที ่26 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rDNA (Partial sequence, PCR primers NS1/SR2) ของ
เช้ือรา Endophyte, Ascomycete sp. (41m)  97% Identity ท่ีแยกไดจ้ากก้านวา่น
ขนัหมากต้นเลก็  
 
1 CATACAGGCG AAACGCGAAT GGCTTCATTA TAAGTTATCC GTTATTGATA 
51 GTACCTTTAC CACTTGTAAC CGGGAATTTA GAGCAATGAC TGCTAAAAAT 
101 GCCCGACTTA CGAAGGGATG TATTTATTAA GATTAAAAAC CAATGCCCTT 
151 ACGGGGCTCA CTGGTGGATT CATGAATAAA CTTCTCCGAA TGCGCATGGG 
201 CCTTGCGCCG GCGATGGGTT CATTCCAAAT TTCTTCCCCT ATCCAACTTT 
251 CCGATGCTAG AGTAGTGTTC TAAGCATGGG TTACAACGGG TAAACGGAGG 
301 GTTAGGCTCC GACCCCGGAG AAGGAGCCTG GAGAAACGGC TACTACATCC 
351 AAGGAAGGCA GCAGGCGCGC AAATTACCCA ATCCCGACAC GGGGAGGTAG 
401 TGACGATAAA TACTGATACA GGGCTCTTTT GGGTCTTGTA ATTGGAATGA 
451 GTACAATTTA AATCCCTTAA CGAGGAACAA TTGGAGGGCA AGTCTGGTGC 
501 CAGCAGCCGC GGTAATTCCA GCTCCAATAG CGTATATTAA GTTGTTRTGG 
551 TTAAAAGTCG TAGTATAACC TTGGGCCTGG CTGGCCGGTC CGCCTCACCG 
601 CGTGCACTGG TCCGGCCGGG CCTTTCCCCC TGTGGAACCT CATGCCCTTC 
651 ACTGGGTGTG TGGGAAAACA GGCTTTTACT TTGAAAAAAT TAGAGTGCTC 
701 CAGGCAGGCC TATGCTCGAA TCATTAGCAT GGAATAATAG AATAGGACGT 
751 GTGGTTCTAT TTTGTTGGTT TCTAGGACCG CCGTAATGAT TAATAGGGAC 
801 AGTCGGGGGC ATCAGTATTC AATTGTCAGA GGTGAAATTC TTGGATTTAT 
851 TGAAGACTAA CTACTGCGAA AGCATTTGCC AAGGATGTTT TCATTTATCA 
901 GGAACGAAAG TTAGGGGATC GAAGACGATC AGATACCGTC GTAGTCTTAA 
951 CCATAAACTA TGCCGACTAG GGATCGGACG ATGTTATTTT TTGACTCGTT 
1001 CGGCACCTTA CGAGAAATCA AAGTGCTTGG GCTCCAGGGG GAGTATGGTC 
1051 GCAAGGCTGA AACTTAAAGA AATTGACGGA GGCACCACCA GGGGTGGAGC 
1101 CTGCGGCTTA ATTTGACTCA ACACGGGGAA ACTCACCAGG TCCAGACACA 
1151 TGAGGAAAGA CAGATTGGGA GCTCC 
 
รูปผนวกที ่27 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rDNA (Partial sequence, PCR primers NS1/SR2) ของ
เช้ือรา Endophyte, Glomerella cinguiata  (2ล ขญ)  93% Identity ท่ีแยกไดจ้ากล าต้น
วา่นขนัหมากต้นใหญ่  
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1 ATAAACGGCG AAACTGCGAA TGGCTCATTT TATCAGTTAT CGTATATTTG 
51 ATAGTACCTA CTACATGGAT AACCGTGGTA ATTCTAGAGC TAATACATGC 
101 TTAAAATCCC GACTTCGGAA GGGATGTATT TATTAGATTA AAAACCAATG 
151 CCCTTCGGGG CTCACTTGGT GATTCATAAT AACTTCTCGA ATCGCATGGC 
201 CTTGCGCCGG CGATGGTTCA TTCAAATTTC TGCCCTATCA ACTTTCGACG 
251 GCTGGGTCTT GGCCAGCCGT GGTTACAACG GGTAACGGAG GGTTAGGGCT 
301 TGACCCCGGA GAAGGAGCCT GAGAAACGGC TACTACATCC AAGGAAGGCA 
351 GCAGGCGCGC AAATTACCCA ATCCCGACTC GGGGAGGTAG TGACAATAAA 
401 TACTTGATAC AGGGCTCTTT TGGGTCTTGT AATTGGAATG AGTACAATTT 
451 AAATCCCTTA ACGAGGAACA ATTGGAGGGC AAGTCTGGTG CCAGCAGCCG 
501 CGGTAATTCC AGCTCCAATA GCGTATATTA AAGTTGTTGC AGTTAAAAAG 
551 CTCGTAGTTG AACCTTGGGC CTGGCTCGGC CGGTCTGCCT CACCGCATGC 
601 ACTGGTCCGG CCGGGCTTTC CTCTGGGGAG CCGCATGCCT TCACTGGGTG 
651 TGTCGGGGAA CTCAGGACTT TTACTGTGAA AAAATTAGAG TGTTCAAAGC 
701 AGGCATATGC TCGAATACAT TAGCATGAAT AATAGAATAG GACGTCGCGG 
751 TTCTATTTTG TTGGTTTCTA GACCGCCGTA TTTAATAGGG ACAGTCGGGG 
801 GCTCAGTATT CATCGTCAAG GTAAATTCTT GGATCGATTG AAGACTAACT 
851 ACTGCGAAAG CATTTGCCAG ATGTTT TCAT TAATCAGGAA CGAAAGTTAG 
901 GGGATCGAAA CGATCAGATA CCGTTGTAGT CTTAACCATA AACTATGCCG 
951 ACTAGGGATC GGGCGGTGTT ATTTCTTGAC CCGCTCGGCA CCTTACACGA 
1001 AAGTAAAGTT TTTGGGTTCT GGGGGGAGTA TGGTCGCAAG GCTGAAACTT 
1051 AAAGACCTTG ACGGAAGGGC ACCACAAGGG GTGGAGCAAC GGCTTAATAA 
1101 AACTCAACAC GGGGAAACTC ACCAGGTCCG GGACACTTCT ACG 
 
รูปผนวกที ่28 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rDNA (Partial sequence, PCR primers NS1/SR2) ของ
เช้ือรา Endophyte, Phomopsis sp. (4ล ขญ)  98% Identity ท่ีแยกไดจ้ากล าต้นวา่น
ขนัหมากต้นใหญ่  
 
1 CCCCCCCTTT CCCAAGCACT TTATTTCTCG TAAGGGCCGA ACGAGTCAAA 
51 AAATAACATC GTCCGATCCC TAGTCGGCAT AGTTTATGGT TAAGACTCGA  
101 CGGTATCTGA TCGTCTTCGA TCCCCTAACT TTCGTTCCTG ATAAATGAAA 
151 ACATCCTTGG CAAATGCTTT CGCAGTAGTT AGTCTTCAAT AAATCCAAGA  
201 ATTTCACCTC TGACAATTGA ATACTGATGC CCCCGACTGT CCCTATTAAT 
251 CATTACGGCG GTCCTAGAAA CCAACAAAAT AGAACCACAC GTCCTATTCT  
301 ATTATT CCAT GCTAATGTAT TCGAGCATAG GCCTGCCTGG AGCACTCTAA 
351 TTTTTTCAAA GTAAAAGTCC TGTTTCCCCG GCACACCCAG TGAAGGGCAT  
401 GCGGTTCCAC AGAGGGAAAG GCCCGGCCGG ACCAGTGCAC GCGGTGAGGC 
451 GGACCGGCCA GCCAGGCCCA AGGTTCTACT ACGAGCTTTT TAACCACAAC  
501 AACTTTAATA TACGCTATTG GAGCTGGAAT TACCGCGGCT GCTGGCACCA 
551 GACTTGCCCT CCAATTGTTC CTCGTTAAGG GATTTAAATT GTACTCATTC  
601 CAATTACAAG ACCCAAAAGA GCCCTGTATC AGTATTTATC GTCACTACCT 
651 CCCCGAGTCG GGATTGGGTA ATTTGCGCGC CTGCTGCCTT CCTTGGATGT 
701 AGTAGCCGTT TCTCAGGCTC CTTCTCCGGG GTCGAGCCCT AACCCTCCGT 
751 TACCCGTTGT AACCATGCTA GAACACTACT CTAGCATCGA AAGTTGATAG  
801 GGAAGAAATT TGAATGAACC ATCGCCGGCG CAAGGCCATG CGATTCGAGA 
851 AGTTATTATG AATCACCAGT GAGCCCCGAA GGGCATTGGT TTTTAATCTA  
901 ATAAATACAT CCCTCCGAAG TCGGGATTTT TAGCATGTAC CAGCTCTAGA 
951 ATTACCACGG GTTATCCAAG TAGTAAGGTA CAATCAAATA AAAATAACTT  
1001 ATATAATGAG CCATTCGCAG GTCGCTGTAT CATTAAAATA CTGGACATCC 
1051 ATC 
 
รูปผนวกที ่29 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rDNA (Partial sequence, PCR primers NS1/SR2) ของ
เช้ือรา Endophyte, Colletotrichum truncatum  (8ล ขญ)  98% Identity ท่ีแยกไดจ้าก
ล าต้นวา่นขนัหมากใบใหญ่  
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1 AAACTTGTCT CAAAATTAAG CCATGCATGT CTATATAGCA GGGGCAGCGG 
51 AATGTCTCAT TATCAGTTAT CGTTATTGAT AGTACCTTAC TACTTGGATA 
101 ACCGTGGTAA TTCTAGAGCT AATACATGCT AAAAATCCCG ACTCACGAAG 
151 AGGTGTATTT ATTAGATTAA AAACCAATGC CCCTCGGGGC TTTCTGGTGA 
201 TTCATAATAA CTTCTCGAAT CGCATGGCCT TGCGCCGGCG ATGGTTCATT 
251 CAAATTTCTG CCCTATCAAC TTTCGATGGC AGGGTCTTGG CCTGCCATGG 
301 TTACAACGGG TAACGGAGGG TTAGGGCTCG ACCCCGGAGA AGGAGCCTGA 
351 GAAACGGCTA CTACATCCAA GGAAGGCAGC AGGCGCGCAA ATTACCCCAA 
401 TCCCGACACG GGGAGGTAGT GACAATAAAT ACTGATACAG GGCTCTTTTG 
451 GGTCTTGTAA TTGGAATGAG TACAATTTAA ATCCCTTAAC GAGGAACAAT 
501 TGGAGGGCAA GTCTGGTGCC AGCAGCCGCG GTAATTCCAG CTCCAATAGC 
551 GTATATTAAG TTGTTGCAGT AAAAAAGCTC GTAGTTGAAC CTTGGGCCTG 
601 GCTGGCCGGT CCGCCTCACC GCGTGCACTG GTTCGGCCGG GCCTTTCCCT 
651 CTGGGGAGCC CTATGCCCTT CACTGGGTGT AGTGGGGAAC CAGGACTTTA 
701 CTGTGAAAAA ATTAGAGTGT TCAAAGCAGG CCTATGCTCG GAATACATCA 
751 GCATGGAATA ATAGAATAGG ACGGTGTGGT TCTATTTTGT TGGTTTCTAG 
801 GACCGCCGTA ATGATTAATA GGACAGTCGG GGGCATCAGT ATTCAATTGT 
851 CAAGGTGAAA TTCTTGGATT TATTGAAGAC TAACTACTGC GAAAGCATTT 
901 GCCAAGATGT TTTCATTAAT CAGGAACGAA AGTTAGGGGA TCGAAGACGA 
951 TCAGATACCG TCGTAGTCTT AACCATAAAC TATGCCGACT AGGGATCGGA 
1001 CGATGTTATT TTTTGACTCG TTCGGCACCT TACGAGAAAT CAAAGTCTTT 
1051 GGGTTCTGGG GGGAGTATGG TCGCAAGGCT GAAACTTAAA GCCCTTGACG 
1101 GAAGGGCACC ACCAGGAGTG GAGAACGGCT TAATGACTCA ACACGGGGGA 
1151 ACTCACCAGT GTAGGCATAC TGCTGTAAAT ACGA 
 
รูปผนวกที ่30 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rDNA (Partial sequence, PCR primers NS1/SR2) ของ
เช้ือรา Endophyte, Daldinia sp. 1 (11Q) ท่ีแยกไดจ้ากโคนต้นวา่นขนัหมากต้นใหญ่  
 
1 TGTGTCTGGN ACCTGGTGAG TTTCCATTGT TGAGTCAAAT CCGCCGCAGG 
51 CTCCACCCCT GGTGGTGCCC TTCCGTCAAT TTCTTTAAGT TTCAGCCTTG  
101 CGACCATACT CCCCCCAGAA CCCAAAGACT TTGATTTCTC GTAAGGTGCC 
151 GAACGAGTCA ATAAGTAAC TCGTCCGATC CCTAGTCGGC ATAGTTTATG  
201 GTTAAGACTA CGACGGTATC TGATCGTCTT CGATCCCCTA ACTTTCGTTC 
251 CTGATTAATG AAAACATCCT TGGCAAATGC TTTCGCAGTA GTTAGTCTTC  
301 AATAAATCCA AGAATTTCAC CTCTGACAAT TGAATACTGA TGCCCCCGAC 
351 TGTCCCTATT AATCATTACG GCGGTCCTAG AAACCAACAA AATAGAACCA  
401 CACGTCCTAT TCTATTATTC CATGCTAATG TATTCGAGCA TAGGCCTGCT 
451 TTGAACACTC TAATTTTTTC ACAGTAAAAG TCCTGGTTCC CCGACACACT  
501 CAGTGAAGAG CATGCGGCTC CCCAGAGGGA AAGGCCCGGC CGAACCAGTG 
551 CACGCGGTGA GGCGGACCGG CCRGCCAGGC CCAAGGTTAA ACGAGCTTTT 
601 AACTGCAACA ACTTAATATA CGCTATTGGA GCTGGAATTA CCGCGGCTGC 
651 TGGCACCAGA CTTGCCCTCC AATTGTTCCT CGTTAAGGGA TTTAAATTGT 
701 ACTCATTCCA ATTACAGACC CAAAAGGAGC CCTGTTCAGT ATTTATTGTC 
751 ACTACCTCCC CGAATCGGGA TTGGGTAATT TGCGCGCCTG CTGCCTTCCT 
801 TGGATGTAGT AGCCGTTTCT CAGGCTCCTT CTCCGGGGTC GAGCCCTAAC 
851 CCTCCGTTAC CCGTTGTAAC CATGGCAGGC CAAGACCCTG CCATCGAAAG 
901 TTGATAGGGC AGAAATTTGA ATGAACCATC GCCGGCGCAA GGCCATGCGA 
951 TTCGAGAAGT TATTATGAAT CACCAGAAAG CCCCGAAGGG CATTGGTTTT 
1001 TAATCTAATA AATACACCCC TTCGTGAGTC GGGGTTTTTA GCATGTATTA 
1051 GCTCTAGAAT TACCACGGTT ATCCAAGTAG TAAGGTACTA TCAAATAAAC 
1101 GATAACTGAA ATGAGCCATT CGCAGTTTCG CGGTATAATG CTTATACTAG 
1151 AAGCATGTAA TCGAGACAAG CATT 
 
รูปผนวกที ่31 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rDNA (Partial sequence, PCR primers NS1/SR2) ของ
เช้ือรา Endophyte, Pestalotiopsis sp.  (36Q)  97% Identity ท่ีแยกไดจ้ากโคนต้นวา่น
ขนัหมากต้นใหญ่  
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1 GCCCAAGCAC TCCCGATTTC TCGTAAGGTG CCGAACGAGT CAAAAATAAC 
51 ATCGTTCGAT CCTAGTCGGC ATAGTTTATG GTTAAGACTA CGACGGTATC 
101 TGATCGTCTT CGATCCCCTA ACTTTCGTTC CTGATAAATG AAAACATCCT 
151 TGGCAAATGC TTTCGCAGTA GTTAGTCTTC AATAAATCCA AGAATTTCAC 
201 CTCTGACAAT TGAATACTGA TGCCCCCGAC TGTCCCTATT AATCATTACG 
251 GCGGTCCTAG AAACCAACAA AATAGAACCA CACGTCCTAT TCTATTATTC 
301 CATGCTAATG TATTCGAGCA TAGGCCTGCC TGGAGCACTC TAATTTTTTC 
351 AAAGTAAAAG TCCTGTTTTC CCACACACCC AGTGAAGGGC ATGAGGTTCC 
401 ACAGGGGGAA AGGCCCGGCC GGACCAGTGC ACGCGGTGAG GCGGACCGGC 
451 CAGCCAGGCC CAAGGTTCTA CTACGAGCTT TTTAACCACA ACAACTTTAA 
501 TATACGCTAT TGGAGCTGAA TTACCGCGGC TGTGGCACCA AGACTTGCCC 
551 TCCAATTTGT TCCTCGTTAA GGGATTTAAA TTGTACTCAT TCCAATTACA 
601 AGACCCAAAA GAGCCCTGTA TCAGTATTTA TCGTCACTAC CTCCCCGTGT 
651 CGGGATTGGG TAATTTGCGC GCCTGCTGCC TTCCTTGGAT GTAGTAGCCG 
701 TTTCTCAGGC TCCTTCTCCG GGGTCGAGCC CTAACCCTCC GTTACCCGTT 
751 GTAACCATGC TAGAACACTA CTCTAGCATC GAAAGTTGAT AGGGAAGAAA 
801 TTTGAATGAA CCATCGCCGG CGCAAGGCCA TGCGATTCGA GAAGTTATTA 
851 TGAATCACCA GTGAGCCCCG AAGGGCATTG GTTTTTAAAT CTAAATAAAA 
901 TACATCCCTT CGTAAGGTCG GGATTTTTAG CATGTATTAG CTCTAGAATT 
951 ACCACGGGTT ATCCAAGTAG TAAGGGTACT ATCAAAATAA AACGATAACT 
1001 TATATAATGA GCCATTCGCA GTTTCGCTGT ATATTGCTTA TACTGACATC 
1051 CATGCTTAAT CTTTG 
 
รูปผนวกที ่32 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rDNA (Partial sequence, PCR primers NS1/SR2) ของ
เช้ือรา Endophyte, Glomerella cingulata  (23)  98% Identity ท่ีแยกไดจ้ากวา่น
ขนัหมากต้นใหญ่  
 
1 AAACTGTCTC AAAGATTAAG CCATGCATGT CTAAGTATAA GCAATCTATA 
51 CAGTGAATGC TGGCTCATTA AATCATATCG TTTATTTGGA TAGTACCTTA 
101 CTACTTGGAT AACCGTGGTA ATTCTAGAGC TAATACATGC TAAAAATCCC 
151 GACCCCTGGA AGGGATGTAT TTATTAGATA AAAAACCAAT GCCTTCGGGC  
201 TCCTTGGTGA TTCATGATAA CTTAACGAAT CGCATGGCCT TGCGCCGGCG 
251 ATGGTTCATT CAAATTTCTG CCCTATCAAC TTTCGATGGT AGGATAGGGC  
301 CTACCATGGT TTCAACGGGT AACGGGGAAT TAGGGTTCTA TTCCGGAGAG 
351 GGAGCCTGAG AAACGGCTAC CACATCCAAG GAAGGCAGCA GGCGCGCAAA  
401 TTACCCAATC CCGACTCGGG GAGGTAGTGA CAATAAATAC TGGACAGGGC 
451 CCTTTCGGGT ATTGAATTGG AATGAGTACG ATTTAAAAAC TCTAACGAGG 
501 AACAATTGGA GGGCAAGTCT GGTGCCAGCA GCCGCGGTAA TTCCAGCTCC 
551 AATAGCGTAT ATAGTTGTTG CAGTTAAAAA GCTCGTGGAA CCTTGGGCCT 
601 GGCCCGGCGG GTCCGCCTCA CCGCGAGAAC TCTTTCGGCC GGGCCTTTCC 
651 TTCTGGCAAA CCCCATGCCC TTTACTGGGT GTGGCGGGGA ACCAGGRGCT 
701 TTTACTTTGA AAAAARTAGA GTGTTCAAAG CAGGCATATG CTCGAATACA 
751 TTAGCATGGA ATAATAGAAT AGGACGTGTG GTTCTATTTT GTTGGTTTCT 
801 AGGACCACCG TAATGATTAA TAGGGATAGT CGGGGGCATC CGTATTCAAC 
851 TGTCAGAGGT GAAATTCTTG GATTTGTTGA AGACGAACTA CTGCGAAAGC 
901 ATTTGCCAAG GATGTTTTCA TTAATCAGGA ACGAAAGTTG AGGGATCGAA 
951 GACGATCAGA TACCGTCGTA GTCTCAACCA TAAACTATGC CGACTAGGGA 
1001 TCGGGCGGTG CTAACAATTT GGCCCGCTCG GCACCTTACG AGAAATCAAA 
1051 GTCTTTGGGT TTCTGGGGGG AGTATGGTCG CAAGGCTGAA ACTTAAAGGA 
1101 ATTGACGGAA GGGCACCACC AGGAGTGGAG CCTGCGGCTT AATTTGACTC 
1151 AACACAAAGA AACTCACCAG GTCCAGACAC ATTGAGATTG ACAAGT 
 
รูปผนวกที ่33 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rDNA (Partial sequence, PCR primers NS1/SR2) ของ
เช้ือรา Endophyte, Phillipsia domingensis  (32n)  95% Identity ท่ีแยกไดจ้ากรากวา่น
ขนัหมากต้นใหญ่ 2   
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1 ACCCCCCCCA GTTCCCAAAG ACTTTCTTTC TCGTAAGGGC CGAACGAGTC 
51 AAAAAATAAC ATCGTCCGAT CCCTAGTCGG CATAGTTTAT GGTTAAGACT 
101 ACGACGGTAT CTGATCGTCT TCGATCCCCT AACTTTCGTT CCTGATTAAT 
151 GAAAACATCC TTGGCAAATG CTTTCGCAGT AGTTAGTCTT CAATAAATCC  
201 AAGAATTTCA CCTCTGACAA TTGAATACTG ATGCCCCCGA CTGTCCCTAT 
251 TAATCATTAC GGCGGTCCTA GAAACCAACA AAATAGAACC ACACGTCCTA  
301 TTCTATTATT CCATGCTGAT GTATTCGAGC ATAGGCCTGC TTTGAACACT 
351 CTAATTTTTT CACAGTAAAA GTCCTGGTTC CCCACTACAC CCAGTGAAGG  
401 GCATAGGGCT CCCCAGAGGG AAAGGCCCGG CCGAACCAGT GCACGCGGTG 
451 AGGCGGACCG GCCAGCCAGG CCCAAGGTTC AACTACGAGC TTTTTAACTG  
501 CAACAACTTT AATATACGCT ATTGGAGCTG GAATTACCGC GGCTGCTGGC 
551 ACCAGACTTG CCCTCCAATT GTTCCTCGTT AAGGGATTTT AAATTGTACT  
601 CATTCCAATT ACAAGACCCA AAAGAGCCCT GTATCAGTAT TTATTGTCAC 
651 TACCTCCCCG TGTCGGGATT GGGTAATTTG CGCGCCTGCT GCCTTCCTTG  
701 GATGTAGTAG CCGTTTCTCA GGCTCCTTCT CCGGGGTCGA GCCCTAACCC 
751 TCCGTTACCC GTTGTAACCA TGGCAGGCCA AGACCCTGCC ATCGAAAGTT  
801 GATAGGGCAG AAATTTGAAT GAACCATCGC CGGCGCAAGG CCATGCGATT 
851 CGAGAAGTTA TTATGAATCA CCAGTAAGCC CCGAGGGGCA TTGGTTTTTA  
901 ATCTAATAAA TACATCCCCC GTGAGTCGGG ATTTTTAGCA TGTATTAGCT 
951 CTAGAATTAC CACGGTTATC CAAGTAGTAA GGTACAATCA AATAAACAA  
1001 TAACTTGATT TAATGAGCCA TTCGCAGGTT CGCCGTATAA TGAATATACT 
1051 GGGACATTCA GGCTTAATCT TTGAGACAAC TTTT 
 
รูปผนวกที ่34 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rDNA (Partial sequence, PCR primers NS1/SR2) ของ
เช้ือรา Endophyte, Glomerella cingulata (NS1/SR2)  98% Identity ท่ีแยกไดจ้ากส่วน
ใบเครือส่ีเหลี่ยม จาก จ. สกลนคร (3บ ส)   
 
1 GGCAAGCAC TCCGATTTCT CGTAAGGTGC CGAACGAGTC AAATAATAAC 
51 ATCGTYCGAT CCCCTAGTCG GGCATAGTTT ATGGTTAAGC TACGACGGTA  
101 TCTGATCGTC TTCGATCCCC TAACTTTGTT CCTGATAAAT GAAAACATCC 
151 TTGGCAAATG CTTTCGCAGT AGTTAGTCTT CAATAAATCC AAGAATTTCA  
201 CCTCTGACAA TTGAATACTG ATGCCCCCGA CTGTCCCTAT TAATCATTAC 
251 GGCGGTCCTA GAAACCAACA AAATAGAACC ACACGTCCTA TTCTATTATT  
301 CCATGCTAAT GTATTCGAGC ATAGGCCTGC CTGGAGCACT CTAATTTTTT 
351 CAAAGTAAAA GTCCTGTTTT CCCACACACC CAGTGAAGGG CATGAGGTTC 
401 CACAGGGGGA AAGGCCCGGC CGGACCAGTG CACGCGGTGA GGCGGACCGG 
451 CCAGCCAGGC CCAAGGTTCT ACTACGAGCT TTTTAACCAC AACAACTTTA 
501 ATATACGCTA TTGGAGCTGA ATTACCGCG GCTGCTGGCA CCAGACTTGC 
551 CCTCCAATTG TTCCTCGTTA AGGGATTTAA ATTGTACTCA TTCCAATTCA  
601 AGACCCAAAA GAGCCCTGTA TCAGTATTTA TCGTCACTAC CTCCCCGTGT 
651 CGGGATTGGG TAATTTGCGC GCCTGCTGCC TTCCTTGGAT GTAGTAGCCG  
701 TTTCTCAGGC TCCTTCTCCG GGGTCGAGCC CTAACCCTCC GTTACCCGTT 
751 GTAACCATGC TAGAACACTA CTCTAGCATC GAAAGTTGAT AGGGAAGAAA  
801 TTTGAATGAA CCATCGCCGG CGCAAGGCCA TGCGATTCGA GAAGTTATTA 
851 TGAATCACCA GTGAGCCCCG AAGGGCATTG GTTTTTAATC TAATAAATAC  
901 ATCCCTTCGT AAGTCGGGAT TTTTAGCATG TAAGCTCTAG AATTACCACG 
951 GTTATCCAAG TAGTAAGGTA CATCAAATAA ACATAACTTA TATAATGAGC  
1001 CATTCGCAGT CGCTGTATTT GATACTAGAC ATCATGGCTT AATCTTTGAG 
1051 ACATTTT 
 
รูปผนวกที ่35 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง 18S rDNA (Partial sequence, PCR primers NS1/SR2) ของ
เช้ือรา Endophyte, Rosellinia sp. (NS1/SR2)  98% Identity ท่ีแยกไดจ้ากใบเครือ
ส่ีเหลีย่ม จาก จ. สกลนคร (9บ ส)    
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ประวตัหัิวหน้าโครงการวจิัย 
ช่ือ-สกุล   ผูช่้วยศาสตราจารย ์สุรีลกัษณ์ รอดทอง 
หน่วยงานทีสั่งกดัและทีอ่ยู่ 
สาขาวชิาจุลชีววทิยา ส านกัวชิาวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 
111 ถนนมหาวทิยาลยั ต าบลสุรนารี อ าเภอเมือง จงัหวดันครราชสีมา 30000 
โทรศพัท ์044-22 4297, 044-22 4633     โทรสาร 044-22 4185     e-mail: sureelak@sut.ac.th 
ประวตัิการศึกษาและฝึกอบรม 
วฒิุการศึกษา สถาบนั ประเทศ 
วท.บ. (ชีววทิยา เลือกจุลชีววิทยา) มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ ประเทศไทย 
วท.ม. (จุลชีววทิยา) มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ ประเทศไทย 
PGDip.Sci. (Biotechnology) with Credit University of Otago นิวซีแลนด์ 
Ph.D. (Microbiology) University of Otago นิวซีแลนด์ 
Post-Doc (Molecular Biology) University of Guelph แคนาดา 
Certificate (International Training 
Programme in Biotechnology, ITP 12) 
Gesellschaft fÜr Biotechnologische 
Forschung mbH (GBF) 
เยอรมนี 
Certificate (Proficiency in English) Victoria University of Wellington นิวซีแลนด์ 
Certificate (Laboratory Safety Course) The Laboratory Safety Institute (LSI) สหรัฐอเมริกา 
Certificate (Quality Management of 
Culture Collection for Curators) 
National Center for Genetic Engineering 
and Biotechnology (BIOTEC) 
ประเทศไทย 
Certificate (Culture Collection 
Techniques) 
Bangkok MIRCEN ประเทศไทย 
สาขาวชิาการทีม่ีความช านาญ 
พนัธุศาสตร์และสรีรวิทยาของจุลินทรีย ์ การหมกัของจุลินทรีย ์(แบคทีเรียและเช้ือรา)  ความหลากหลาย
ของชนิดและการใช้ประโยชน์ของแบคทีเรียกรดแล็กติกและเช้ือราเพื่อผลิตผลิตภณัฑ์อาหาร พลาสติก
ชีวภาพ พอลิเมอร์ชีวภาพ และพลงังาน 
ผลงานทางวชิาการ 
1) ต ารา หนงัสือ/เอกสารประกอบการสอน  จ านวน 14 เร่ือง (เล่ม) 
2) ผลงานวจิยัท่ีไดรั้บการตีพิมพใ์นวารสารวชิาการ 
วารสารระดบัชาติ จ านวน  20 เร่ือง และวารสารระดบันานาชาติ จ  านวน  44 เร่ือง 
3) ผลงานวจิยัท่ีตีพิมพใ์น Proceedings  จ านวน 27 เร่ือง 
4) ผลงานท่ีเผยแพร่ในการประชุมวชิาการระดบัชาติ  จ  านวน 89 เร่ือง 
5) ผลงานท่ีเผยแพร่ในการประชุมวชิาการระดบันานาชาติ  จ  านวน 96 เร่ือง 
6) สิทธิบตัรท่ียืน่ค าขอจดทะเบียน  จ  านวน 6 ค าขอ 
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เอกสารแนบ 
ผลงานวจิัยของโครงการทีไ่ด้เผยแพร่ 
ผลงานวิจยัของโครงการท่ีไดเ้ผยแพร่ มีดงัน้ี 
สุรีลักษณ์ รอดทอง เป็นผูป้ระสานงาน วิทยากร และผูด้  าเนินรายการ ในการบรรยายพิเศษ  และ
ปฏิบติัการพิเศษ วนัท่ี 12-18 ตุลาคม พ.ศ. 2551 โดยมีวทิยากรร่วมรับเชิญ Prof. Roy Watling Royal 
Botanic Garden Edinburgh, Edinburgh Scotland 
หวัขอ้กิจกรรมหลกั ดงัน้ี  
(1) Demonstration of fungal identification techniques  
(2) Fungal field survey at Phu Luang, Sa-kaae-rach, and Wang-nham-keaw 
(3) Identification of fungal specimens 
(4) Special seminar on “Heron Wood, a mystical locality: 15 years of biodiversity studies” 
สุรีลกัษณ์ รอดทอง เป็นผูป้ระสานงาน วิทยากร และผูด้  าเนินรายการ ในการบรรยายพิเศษของการจดั
ประชุมเชิงปฏิบติัการเร่ือง “Techniques in Identification of Saprotrophic and Mutualistic Larger 
Fungi” วนัท่ี 31 สิงหาคม ถึง 2 กนัยายน พ.ศ. 2554 ณ อาคารวิชาการ มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุร
นารี โดยมีวทิยากรรับเชิญท่ีใหก้ารบรรยาย ดงัน้ี 
(1) The Need for Fungal Conservation โดย Prof. Roy Watling 
(2) Some Interesting Wild Mushrooms โดย Assoc. Prof. Niwat Sanoamuang  
(3) Dominant Plants in Deciduous Dipterocarp and Dry Evergreen Forests in Thailand โดย  Prof. 
Pranom Chantaranothai 
สุรีลกัษณ์ รอดทอง. 2554. งานวิจยัจากการประยุกตใ์ชท้รัพยากรจุลินทรียใ์นประเทศไทย. การประชุม
วิชาการผลงานวิจยัของนิสิตและบุคลากรภาควิชาชีววิทยา คร้ังท่ี 4, 26 มกราคม พ.ศ. 2554, 
ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัมหาสารคาม ต าบลขามเรียง อ าเภอกนัทรวิชัย 
จงัหวดัมหาสารคาม. วทิยากรรับเชิญ. 
สุรีลกัษณ์ รอดทอง. 2554. พิพิธภณัฑ์เห็ดราและพืชผลหายากของประเทศไทย . ใน คู่มืออุทยานการ
เรียนรู้ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี (SUT Learning Park) มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
จงัหวดันครราชสีมา. หนา้ 33-35. 
สุรีลกัษณ์ รอดทอง. 2555. การจ าแนกชนิดจุลินทรียโ์ดยใช้เทคนิคชีวโมเลกุล . เอกสารประกอบการ
ฝึกอบรมเชิงปฏิบติัการเร่ือง "การจ าแนกชนิดและตรวจวเิคราะห์จุลินทรียด์ว้ยเทคนิคชีวโมเลกุล”, 
4 กันยายน พ.ศ. 2555, ส านักวิจยัพฒันาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร อ าเภอธัญบุรี 
จงัหวดัปทุมธานี. 37 หนา้. วทิยากรรับเชิญ. 
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